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Prefacio 
 
Esta Tesis se acoge a la modalidad “compendio de publicaciones”, contemplada 
en el Reglamento de la Universidad de Valencia de 29/11/2011 (ACGUV 
266/2011). De acuerdo con dicha normativa, la primera parte de la Tesis contiene 
una introducción general, donde se presentan los trabajos compendiados, 
justificando su temática y explicando la aportación original de la doctoranda. La 
doctoranda ha contribuido sustancialmente en todas las etapas de desarrollo de 
todos los artículos, desde la elaboración de la idea, búsqueda bibliográfica, 
realización experimental, análisis e interpretación de los datos, redacción y 
preparación del manuscrito, y seguimiento y corrección final del mismo de 
acuerdo con las recomendaciones de los evaluadores. A continuación se incluyen 
los artículos ya publicados, los cuales corresponden en su totalidad a revistas 
indexadas, más un artículo recientemente enviado. Todos los artículos han sido 
escritos por María Navarro Pascual-Ahuir (identificada como primera autora), 
con correcciones y revisión final por parte de los supervisores de esta Tesis. De 
acuerdo con la normativa citada, la última parte de la Tesis contiene un resumen 
global de resultados, discusión y conclusiones. 
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En esta Tesis Doctoral se describe la puesta a punto de métodos de análisis 
rápidos y fiables basados en técnicas de electroseparación capilar para diferentes 
analitos en la industria de zumos y bebidas. El desarrollo de estas metodologías 
se enmarca dentro de los objetivos planteados en convenios firmados con 
diversas empresas privadas, en respuesta a la demanda del sector de zumos y de 
otras bebidas no alcohólicas de métodos analíticos que permitan un control de 
calidad rápido y fiable de todos sus productos. Otro de los aspectos descritos en 
esta Tesis, y entroncando con una de las líneas actuales de investigación del 
grupo, es el desarrollo de columnas monolíticas poliméricas modificadas con 
nanomateriales y su aplicación en electrocromatografía capilar.  
La presente Memoria se divide en cuatro grandes bloques. El primer 
bloque, integrado por los Capítulos 1-3, contiene una introducción general, donde 
se describen generalidades de zumos de frutas y bebidas refrescantes y sus 
métodos de análisis (Capítulo 1), las técnicas de electroseparación capilar y 
columnas monolíticas utilizadas (Capítulo 2), así como las técnicas de 
tratamiento estadístico de datos aplicadas (Capítulo 3).  
El segundo bloque está dedicado al desarrollo de metodologías analíticas 
para componentes fundamentales (azúcares y ácidos orgánicos) de zumos y 
néctares de frutas (Capítulos 4 y 5) así como otros analitos de interés (vitaminas) 
en bebidas refrescantes y energéticas (Capítulo 6).  
Por su parte, el tercer bloque está dedicado a la preparación y 
caracterización de columnas monolíticas modificadas con diversos 
nanomateriales (nanopartículas de plata y nanotubos de carbono) para 
electrocromatografía capilar (Capítulos 7 y 8). En particular, en este bloque se 
muestra el trabajo realizado en el campo de la optimización de columnas, con el 
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objeto de aplicar dichas columnas a algunos de los solutos aquí tratados u otros 
solutos (vitaminas hidrosolubles, conservantes, colorantes, etc.), trabajos 
actualmente en desarrollo, y que por razones de tiempo no se incluyen en esta 
Memoria. Finalmente, en el cuarto bloque se muestra un resumen de los 
resultados, discusión y conclusiones más relevantes obtenidas de los dos bloques 
anteriores. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BLOQUE I 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 1 
 
Zumos de frutas y bebidas refrescantes 
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1.1. Los zumos de fruta 
Las frutas han sido utilizadas desde tiempos antiguos como productos 
alimentarios gracias a los cuales el hombre ha obtenido una parte de la energía y 
los nutrientes necesarios para subsistir. Actualmente, junto a otros grupos de 
alimentos, las frutas constituyen parte fundamental de nuestra alimentación. Su 
riqueza en vitaminas, elementos minerales, fibra, etc., hace que su consumo sea 
imprescindible para conseguir una alimentación sana y equilibrada, con unos 
beneficios sobre la salud que cada día resultan más evidentes. Entre algunos de 
estos efectos beneficiosos se encuentran (Lampe, 1999): 
• Actividad antioxidante, antiviral y antibacteriana. 
• Modulación de enzimas detoxificantes. 
• Estimulación del sistema inmune. 
• Disminución de la agregación plaquetaria. 
• Alteración del metabolismo del colesterol.  
• Modulación de la concentración de hormonas esteroideas y del 
metabolismo hormonal. 
• Disminución de la presión sanguínea. 
Además de ser fuente de vitaminas y minerales, son una excelente fuente 
de otros compuestos de vital importancia biológica en el hombre, tales como 
polifenoles (flavonoides), pigmentos antociánicos y carotenoides, entre otros. 
Al igual que las frutas, sus derivados, en forma de zumos (extraídos de 
éstas normalmente mediante un proceso físico), se han convertido actualmente en 
un componente imprescindible en cualquier dieta sana y equilibrada. Si bien es 
cierto que los zumos en un principio se desarrollaron como consecuencia del 
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exceso de producción de frutas, en la actualidad, la práctica totalidad de zumos se 
elabora a partir de frutas cultivadas para este fin. 
Estudios epidemiológicos demuestran que el consumo regular de frutas, y 
por ende de zumos, está asociado con la disminución del riesgo de padecer 
enfermedades degenerativas como el cáncer, Alzheimer y otras disfunciones 
cerebrales, problemas cardiovasculares, cataratas o el empeoramiento funcional 
asociado a la edad (Schieber, 2001; Jandric, 2014).  
Los zumos constituyen hoy día una fuente importante de nutrientes, ya 
que los avances conseguidos en sus procesos de elaboración han permitido 
conservar una alta proporción de las sustancias nutritivas propias de la fruta 
fresca, y a la vez, gracias a los métodos de conservación empleados, se ha 
logrado un buen estado higiénico-sanitario de estos productos. Actualmente, se 
dispone en el mercado de una amplia oferta de este tipo de productos con 
infinidad de sabores, propiedades y beneficios para la salud. 
 
1.1.1. Legislación y tipos de zumos  
La FAO (Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 
Agricultura) y la OMS (Organización Mundial de la Salud) crearon en 1962 un 
Código Alimentario (Codex Alimentarius) para facilitar el comercio internacional 
de alimentos y garantizar a los consumidores su calidad, seguridad e inocuidad. 
El código, ampliamente aceptado, se ocupa de la protección del consumidor así 
como de la producción y comercio de los alimentos a escala mundial, nacional, 
regional y local. Una de sus premisas básicas es: “Un alimento para ser nutritivo 
debe ser inocuo”. 
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Dentro de este Código Alimentario hay un código específico para zumos 
(CODEX STAN 247-2005), en el que, se define los zumos y los métodos 
analíticos a utilizar para asegurar la calidad y autenticidad de los mismos.  
Actualmente, la legislación de zumos vigente se rige por las siguientes 
disposiciones: 
a) A nivel europeo:  
 Directiva 2001/112/CE objeto de transposición del Consejo, de 20 de 
diciembre, relativa a los zumos de frutas y otros productos similares 
destinados a la alimentación humana (Diario Oficial de la Unión Europea, 
L10 del 12.01.02).  
 Directiva 2009/106/CE de la Comisión, de 14 de agosto, por la que 
modifica la Directiva 2001/112/CE del Consejo relativa a los zumos de 
frutas y otros productos similares destinados a la alimentación humana 
(Diario Oficial de la Unión Europea, L212 del 15.08.09).  
b) A nivel nacional:  
 Real Decreto 1050/2003, de 1 de agosto, por el que se aprueba la 
Reglamentación Técnico Sanitaria de zumos de frutas y de otros productos 
similares destinados a la alimentación humana (B.O.E. nº 184 del 
02.08.03).  
 Real Decreto 1518/2007, de 16 de noviembre, por el que se establecen 
parámetros mínimos de calidad en zumos de frutas y los métodos de 
análisis aplicables (B.O.E. nº 294 del 08.12.07).  
 Real Decreto 462/2011, de 1 de abril, por el que se modifica el Real 
Decreto 1050/2033, de 1 de agosto, por el que se aprueba la 
Reglamentación técnico-sanitaria de zumos de frutas y de otros productos 
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similares, destinados a la alimentación humana (B.O.E. nº 85 de 
09.04.11).  
 Real Decreto 781/2013, de 11 de octubre, por el que se establecen normas 
relativas a la elaboración, composición, etiquetado, presentación y 
publicidad de los zumos de frutas y otros productos similares destinados a 
la alimentación humana. (B.O.E. nº 245 de 12.10.13). 
Según el Código Alimentario de Zumos (CODEX STAN 247-2005), el 
RD 1050/2003 y RD 781/2013, se pueden definir los tipos de zumos presentes 
en el mercado como:  
 Zumo de fruta: Líquido sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene 
de la parte comestible de frutas en buen estado, debidamente maduras y 
frescas, o frutas que se han mantenido en buen estado por procedimientos 
adecuados, inclusive por tratamientos de superficie aplicados después de 
la cosecha.  
 Zumo de concentrado de fruta: producto obtenido a partir de zumo de 
frutas de una o varias especies, por eliminación física de una parte 
determinada del agua. Cuando el producto esté destinado al consumo 
directo, dicha eliminación será de al menos un 50%.  
 Zumo de fruta a base de concentrado: producto obtenido mediante la 
incorporación al zumo de frutas concentrado de la cantidad de agua 
extraída al zumo en el proceso de concentración, y la restitución de los 
aromas, y en su caso, la pulpa y células (procedentes del mesocarpio) 
perdidas del zumo, pero recuperados en el proceso de producción del 
zumo de frutas de que se trate o de zumos de frutas de la misma especie. 
El agua añadida deberá presentar las características adecuadas, 
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especialmente desde el punto de vista químico, microbiológico y 
organoléptico, con el fin de garantizar las propiedades esenciales del 
zumo.  
 Zumo de fruta deshidratado o en polvo: producto obtenido a partir de 
zumo de frutas, de una o varias especies, por eliminación física de la 
totalidad de agua.  
 Néctar de fruta: producto susceptible de fermentación, pero no 
fermentado, obtenido por adición de agua y de azúcares y/o miel, a los 
productos de zumo definidos anteriormente y al puré de frutas o a una 
mezcla de estos productos. La adición de azúcares y/o miel se autoriza en 
una cantidad no superior al 20% del peso total del producto acabado.  
 Puré de fruta utilizado en la elaboración de zumos y néctares de 
frutas: producto sin fermentar, pero fermentable, obtenido mediante 
procedimientos como el tamizado, triturado o desmenuzado de la parte 
comestible de la fruta entera o pelada sin eliminar el zumo. Podrá contener 
componentes restablecidos de sustancias aromáticas y aromatizantes 
volátiles; podrá añadirse pulpa y celdillas obtenidas por procedimientos 
físicos adecuados del mismo tipo de fruta.  
 Puré concentrado de fruta utilizado en la elaboración de zumos y 
néctares de frutas: producto obtenido mediante la eliminación física de 
agua del puré de fruta en una cantidad suficiente para elevar el nivel de 
grados Brix en un 50% más que el valor Brix establecido para el zumo 
reconstituido de la misma fruta. Podrá contener componentes 
restablecidos de sustancias aromáticas y aromatizantes volátiles, 
elementos todos ellos que deberán obtenerse por procedimientos físicos 
adecuados y proceder del mismo tipo de fruta.  
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La elaboración de los zumos podrá realizarse junto con sus pepitas, 
semillas y pieles, que normalmente no se incorporan al zumo, aunque su 
presencia será aceptable sino pueden eliminarse mediante las buenas prácticas de 
fabricación. Además, queda terminantemente prohibida la adición de colorantes 
alimentarios en la industria de zumos para enmascarar defectos del producto o 
para dar una sensación de calidad que éste no posee. 
Existen diversas asociaciones en la industria de zumos que regulan la 
calidad y especificaciones de los zumos y bebidas de frutas como la Federación 
Internacional de Productores de Zumos de Frutas (IFU) a nivel internacional, la 
Asociación de la Industria de Zumos y Néctares de Frutas y Vegetales de la 
Unión Europea (AIJN)  a nivel europeo y la Asociación Española de Fabricantes 
de Zumos (ASOZUMOS) a nivel nacional (desde 1978). Esta asociación integra 
la mayor parte de las empresas del sector, con una representatividad sectorial 
estimada en más del 80% de la producción nacional de zumos y que engloba 
diversos modelos de negocio como transformadores de fruta, envasadores y 
comercializadores tanto de marcas propias como de marcas blancas. Además, de 
acuerdo con el modelo vigente en la mayoría de los países europeos, España 
cuenta con la Asociación Española para el Autocontrol de Zumos y Néctares 
(AEAZN) que se ocupa de fomentar la libre y leal competencia entre las 
empresas del sector mediante el control de la autenticidad y calidad de sus 
productos y lucha contra el fraude y la adulteración. 
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1.1.2. Consumo de zumos de fruta 
Actualmente, en el mercado se oferta una gran diversidad de tipos de 
zumos con una amplia variedad respecto a las frutas de las que proceden 
(naranja, manzana, piña, melocotón, zumos multifrutas, de frutos rojos, etc.). Los 
zumos más consumidos en la Unión Europea son los procedentes de la naranja y 
manzana (datos de AIJN) (AIJN web). También están muy aceptadas las mezclas 
de zumos de distintas frutas y los zumos enriquecidos o multivitaminas (Fig. 
1.1). A nivel mundial, así como en España, el zumo de naranja es el más 
consumido, seguido en nuestro caso, del de piña y melocotón (Fig. 1.2). 
Dado que los zumos de fruta son un producto con un alto interés 
económico, hace que éstos puedan ser adulterados, lo cual tiene un impacto 
negativo no sólo en el consumidor, que espera que los fabricantes ofrezcan 
zumos de fruta auténticos, sino también en la industria, donde los productos 
auténticos y de calidad tienen que competir con productos adulterados menos 
costosos, teniendo también la responsabilidad de cumplir con la normativa de 
etiquetado (Stander, 2013). De hecho, el Código de Buenas Prácticas de la 
industria del zumo de frutas publicado por la AIJN, ha proporcionado directrices 
para la autenticidad de la fruta así como criterios de calidad de ésta y de sus 
productos derivados (AIJN, 2010). 
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Fig. 1.1. Consumo de zumos y néctares en Europa en 2014 (datos 
tomados de AIJN). 
 
 
 
Fig. 1.2. Consumo de zumos y néctares en España en 2014 (datos 
tomados de AIJN). 
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1.1.3. Composición química de las frutas 
La composición química de las frutas depende en gran medida del tipo de 
fruta y de su estado de madurez. Los componentes fundamentales son agua, 
hidratos de carbono y ácidos orgánicos, mientras que los compuestos 
nitrogenados y lípidos son escasos. Además, poseen importancia algunos 
componentes secundarios por su valor sensorial (pigmentos y compuestos 
aromáticos) y por su valor nutritivo (vitaminas y minerales). En la Tabla 1.1 se 
recopilan datos de algunos componentes en varias especies de fruta. Éstos son 
valores medios aproximados ya que existe una elevada variabilidad en función de 
la especie, la variedad, el clima, el cultivo y, sobre todo, el grado de maduración. 
Tabla 1.1. Composición química aproximada de algunas frutas (en % de 
peso fresco de la porción comestible) (Belitz, 2011; Astiasarán, 2003). 
Fruta Agua Azúcares totales Acidez Fibra Proteína Cenizas pH 
Mandarina 88,3 9,0 0,9 1,9 0,8 0,7 3,3 
Manzana 85,7 11,1 0,6 2,1 0,3 0,3 3,3 
Melocotón 89,0 8,5 0,6 1,9 0,6 0,5 3,7 
Naranja 88,6 8,3 1,1 1,6 0,8 0,5 3,3 
Piña 86,8 12,3 0,7 1,0 0,5 0,4 3,4 
Uva 82,3 15,2 0,9 1,5 0,6 0,5 3,3 
 
1.1.3.1. Agua 
El contenido medio de agua está comprendido entre el 81 y el 93%. 
Dentro de una misma especie pueden producirse considerables variaciones en el 
porcentaje de agua, pudiendo incluso variar a lo largo del día. Por ello, es 
conveniente, especialmente en la época de recolección, seleccionar el momento 
más apropiado para ésta, es decir, cuando el contenido en agua sea mayor, así las 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
18 
 
frutas estarán más turgentes y se conservarán mejor. En la Tabla 1.1 se muestra 
el contenido medido de agua de algunas frutas. 
 
1.1.3.2. Hidratos de carbono 
Los hidratos de carbono constituyen el grupo de principios inmediatos que 
siguen cuantitativamente en importancia al agua. Dentro de este grupo, 
nutricionalmente hablando, se encuentran los azúcares, que proporcionan energía 
para el funcionamiento del organismo, así como, almidón, fibra y polialcoholes. 
Los principales azúcares presentes en las frutas son la sacarosa, la glucosa 
y la fructosa. Otros azúcares, como la xilosa, la arabinosa o la manosa, se 
encuentran en menor proporción, con algunas excepciones. La composición en 
éstos varía en función del de fruta y otros factores (cultivo, radiación, etc.). En la 
Tabla 1.2 se muestran los contenidos en azúcares que pueden encontrarse en 
distintas frutas. En los zumos de fruta 100% generalmente no se añaden azúcares, 
mientras que en otros preparados de zumos y néctares sí está permitida la adición 
de los mismos. 
Tabla 1.2. Contenido en azúcares de diversas frutas (en % de peso fresco de 
la porción comestible) (Belitz, 2011). 
Fruta Glucosa Fructosa Sacarosa 
Uva 8,2 2,4 - 
Piña 2,3 8,0 7,9 
Plátano 5,8 3,8 6,6 
Melocotón 1,5 0,9 6,7 
Naranja 2,4 2,4 4,7 
Limón 0,5 0,9 0,2 
Pera 2,2 6,0 1,1 
Manzana 1,8 5,0 2,4 
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Por su parte, el almidón se encuentra normalmente solo en las frutas no 
maduras con cantidades comprendidas entre un 0,5 % y un 2 %, disminuyendo su 
concentración a lo largo de la maduración hasta casi desaparecer (Belitz, 2011; 
Astiasarán, 2003). 
En zumos de fruta, la fibra está compuesta por celulosa, hemicelulosas, 
pectinas y lignina, siendo estos componentes los principales constituyentes de las 
paredes celulares de los frutos. Las hemicelulosas contribuyen a la firmeza de las 
frutas y se hidrolizan al madurar, produciendo principalmente pentosas, manosas 
y ácidos úricos. Las pectinas son compuestos poliméricos derivados del ácido 
galacturónico con pesos moleculares grandes que tienen una gran influencia 
sobre la textura y la consistencia de las frutas, ya que son los componentes 
principales de la lámina media de las células vegetales. Las pectinas están dentro 
del grupo de fibra soluble, por lo que se asocian con el efecto de saciedad y 
regulación de la movilidad gastrointestinal. El contenido de fibra varía entre 
0,3% y 2,5% (Gil, 2010). 
En lo referente a polialcoholes, el sorbitol es especialmente abundante en 
frutas como las manzanas, ciruelas o peras. Por ejemplo, el zumo de manzana 
contiene entre 300 y 800 mg/100 mL. Dado que otras frutas no lo contienen, su 
determinación puede ser importante para la caracterización e identificación de 
zumos de frutas con fines de adulteración (Belitz, 2011; Astiasarán, 2003). 
 
1.1.3.3. Lípidos 
El contenido lipídico de la fruta suele ser muy bajo, del orden de 0,1-0,5 
% del peso fresco, y está constituido en su mayor parte por fosfolípidos. Entre los 
ácidos grasos presentes, los más abundantes son el palmítico, el oleico y el 
linoleico. Otros lípidos importantes son las ceras, que cubren la piel de algunas 
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frutas, sobre todo de las manzanas, y que influyen en los cambios de humedad de 
los tejidos, además de ser una protección frente al ataque de hongos, insectos y 
bacterias (Astiasarán, 2003). 
 
1.1.3.4. Ácidos orgánicos 
Los ácidos orgánicos son componentes importantes de los sólidos solubles 
(suma de azúcares y ácidos) en los zumos de fruta. Éstos pueden encontrarse 
tanto en forma libre como en forma de sales con cationes inorgánicos. Por 
ejemplo, en el zumo de naranja el 80% del ácido está en forma libre, y el resto en 
su mayor parte, como citrato ácido de potasio. 
La acidez en los zumos varía en función de factores como variedad, zona 
y tipo de cultivo, maduración de las frutas, etc (véase Tabla 1.3). La mayoría de 
las frutas contienen ácidos orgánicos en tasas que exceden de las necesarias para 
el funcionamiento del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y otras rutas 
metabólicas. Los ácidos más predominantes en frutas como la naranja, la 
mandarina o la piña son los ácidos cítrico y málico, mientras que en las uvas el 
ácido tartárico, y el ácido málico es el que predomina, llegando, en ciruelas, 
cerezas y algunas variedades de manzana, al 90% de los ácidos totales. 
En la Tabla 1.3 se muestran algunos ejemplos de las cantidades que se 
pueden encontrar en las distintas frutas. La relación ácido cítrico/ácido isocítrico 
sirve en los zumos de frutas como un marcador de la adulteración debido a una 
posible dilución con una disolución acuosa de ácido cítrico o bien a mezclas de 
zumos de frutas (Belitz, 2011). 
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Tabla 1.3. Contenido de algunos ácidos orgánicos en zumos de cítricos. 
 Naranja Limón Pomelo 
Acidez1 0.5-3 5-8.5 1.5-5 
Ácido cítrico2 65-70 90-95 85-90 
Ácido málico2 15-20 4-6 2-3 
 
1 Expresada como ácido cítrico anhidro por 100 mL de zumo 
2 Expresada en porcentaje de los ácidos totales 
 
En la Fig. 1.3 se muestran las estructuras de algunos de los ácidos 
orgánicos más abundantes en los zumos de frutas. 
Ácido isocítrico
pKa1= 3,29
pKa2 = 4,71
pKa3 = 6,4 
Ácido cítrico
pKa1 = 3,14
pKa2 = 4,77
pKa3 = 6,39 
Ácido málico
pKa1 = 3,46
pKa2 = 5,10
Ácido fumárico
pKa1 = 3,03
pKa2 = 4,44
Ácido tartárico
pKa1 = 3,22
pKa2 = 4,81  
Fig. 1.3. Estructura y constantes de disociación (pKa) de los principales 
ácidos orgánicos presentes en los zumos de fruta. 
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1.1.3.5. Compuestos nitrogenados 
Las frutas contienen un 0,1-1,5% de compuestos nitrogenados, de las 
cuales un 35-75% está representado por proteínas. La mayor parte de esta 
fracción proteica está constituida por enzimas que regulan tanto el metabolismo 
de los hidratos de carbono como el de los lípidos y proteínas que participan en el 
proceso de maduración. También, los aminoácidos libres se encuentran bien 
representados en dicha fracción. Éstos están perfectamente caracterizados en la 
mayoría de frutas, y pueden servir como marcadores para detectar adulteraciones 
(Astiasarán, 2003). 
 
1.1.3.6. Compuestos fenólicos 
Las frutas son alimentos muy ricos en compuestos fenólicos. En este 
grupo se incluyen los monofenoles, polifenoles y ácidos fenólicos. Estos 
compuestos tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y diuréticas. El 
perfil de compuestos fenólicos es característico de cada fruta, y aunque hay 
variaciones varietales, éstas son secundarias. La cuantificación de los compuestos 
fenólicos es también importante en el área de la detección de adulteraciones 
alimentarias, especialmente de mermeladas y zumos de frutas (Andrade, 1998).  
 
1.1.3.7. Pigmentos 
El color constituye uno de los factores organolépticos más atrayentes de 
las frutas; éste se debe a la presencia de pigmentos, como la clorofila, las 
antocianinas, flavonoides y carotenoides. 
Las clorofilas se encuentran presentes en las frutas jóvenes, siendo las 
responsables de su color verde. A medida que la fruta madura, se produce un 
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cambio de color como consecuencia de la desaparición de la clorofila y la 
formación de carotenoides y flavonoides propios de cada una de ellas. 
Las antocianinas se encuentran en la piel o en la parte carnosa de las 
frutas. Proporcionan colores que van del rojo al azul o purpura, dependiendo del 
pH (color rojo a pHs ácidos y azul a pHs alcalinos). 
Los carotenoides son los responsables del color amarillo o rojo de ciertas 
frutas. Estos últimos son importantes desde el punto de vista nutricional ya que 
poseen carácter de provitamina A y antioxidante. En general se encuentran en 
mayor proporción en la piel que en la parte carnosa de la fruta  (Belitz, 2011; Gil, 
2010). 
 
1.1.3.8. Compuestos aromáticos 
Al igual que el color, el aroma es una de las características organolépticas 
más atractivas de las frutas y éste se debe a la presencia de compuestos volátiles. 
Existen más de 500 componentes volátiles de pequeño peso molecular como 
ésteres, alcoholes, aldehídos, ácidos, cetonas y derivados terpénicos. Únicamente 
se consideran sustancias aromáticas aquellas cuya concentración en el alimento 
es superior a su umbral olfativo o gustativo. Las más importantes son las que 
proporcionan el aroma característico a la fruta (Belitz, 2011; Gil, 2010). 
 
1.1.3.9. Vitaminas 
Las frutas aportan a la dieta una proporción importante de vitaminas, 
prácticamente la totalidad de la vitamina C (90%) procede de frutas y hortalizas. 
En general, existe un gradiente del contenido en vitamina C desde la piel, que es 
la parte más rica en esta vitamina, hasta la porción carnosa próxima al hueso, que 
es la más pobre. Otra vitamina que también se suele encontrar en las frutas es la 
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biotina o el ácido pantoténico (B5), las vitaminas B12, D y los tocoferoles se 
encuentran a nivel de trazas. En general, son más ricas en vitaminas las 
variedades coloreadas, las frutas del verano y las frutas expuestas al sol. El aporte 
de vitamina A de las frutas procede de los carotenoides. Algunas de estas 
vitaminas son antioxidantes, protegen a las células frente a los procesos 
oxidativos, mientras que otras refuerzan y hacen más eficaz el funcionamiento 
del sistema inmunitario. En la Tabla 1.4 se muestran los niveles de vitaminas 
que se pueden encontrar en la frutas de consumo habitual en España. 
 
1.1.3.10. Minerales 
Los elementos minerales más representativos de las frutas son: potasio, 
calcio, magnesio y fósforo. Por otro lado, cabe destacar el bajo contenido en 
sodio, lo que hace que estos alimentos sean muy apropiados para las personas 
que sigan dietas hiposódicas. Por otro lado, los zumos de fruta pueden ser fuentes 
importantes de elementos minoritarios tales como hierro, cobre, cinc y 
manganeso, aunque en algunos casos, estos metales provienen sobre todo de 
contaminaciones a lo largo del proceso de elaboración del zumo y de su 
envasado. 
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1.1.4. Control de calidad y autentificación en zumos de fruta 
La industria de los zumos de frutas se ha convertido en uno de los sectores 
más dinámicos y económicamente rentables de la industria de bebidas en todo el 
mundo (AIJN web). Por este motivo, los precios de los zumos de fruta de 
primera calidad representan objetivos propicios para su adulteración, 
empleándose frutas más baratas para poder así comercializar “zumos de mezcla 
adulterados” a alto precio. Además de este tipo de fraude, otras adulteraciones 
frecuentes en zumos son la adición de agua, ácido cítrico y azúcar, para aumentar 
su volumen. Por otro lado, algunas correcciones, no autorizadas por las 
reglamentaciones, pueden ser fraudulentas, como la adición de sacarosa a zumos 
muy ácidos y la mejora del color con la adición de carotenoides. Estas malas 
prácticas han hecho hincapié en la necesidad de disponer de metodologías 
analíticas fiables que permitan autentificar la pureza de los zumos de frutas. En 
este sentido, es fundamental la determinación analítica de diversos componentes 
de un zumo para poder evaluar las diferencias entre zumos adulterados y no 
adulterados, así como un control estricto de su calidad. En este sentido, tal y 
como se ha comentado anteriormente, el Codex para zumos de fruta y néctares ha 
desarrollado toda una serie de directrices microbiológicas y parámetros físico-
químicos destinados a servir de referencia para evaluar la calidad y autenticidad 
de los zumos. Así, entre algunos de los parámetros considerados se encuentran: 
los grados Brix (que indica la cantidad de zumo y miden sólidos solubles), el pH, 
la acidez valorable, el perfil de azúcares, oligosacáridos, minerales, índice de 
formol (relacionado con la madurez de la fruta), contenido de vitamina C, 
concentración y tipos de aromas, etc. 
Por otro lado, la separación, identificación y cuantificación de ácidos 
orgánicos y azúcares presentes en los zumos de fruta es de considerable 
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importancia, ya que su presencia y proporción relativa puede afectar a las 
características químicas, organolépticas y microbiológicas del zumo (Chinnici, 
2005).  
Así pues, los zumos de fruta tienen distintas concentraciones de ácidos 
orgánicos que pueden utilizarse como “huellas dactilares” para establecer su 
autenticidad (Cordella, 2002; Ehling, 2011; Kvasnicka, 2005; Saavedra, 2000; 
Shui, 2002). Por ejemplo, el ácido tartárico es normalmente utilizado como 
indicador de la adición de zumo de uva a otros zumos más caros como los de 
naranja y piña (AIJN, 2010; Ehling, 2011; Saavedra, 2000). En el caso del ácido 
isocítrico, un estándar de coste relativamente alto para ser añadido con propósitos 
de adulteración (Sadecka, 2001), y presente en concentraciones más bajas en 
zumos en relación con otros ácidos orgánicos, se ha utilizado como marcador 
para evaluar la autenticidad y la calidad de los zumos de cítricos (Jezek, 2001; 
Kvasnicka, 2002). En particular, tal y como se ha mencinado anteriormente, el 
cociente entre el ácido cítrico y el isocítrico es utilizado para establecer la 
autenticidad de los zumos de frutas. Por ejemplo, la adulteración del concentrado 
o del zumo de naranja por adición de azúcares, ácido cítrico y agua, puede ser 
detectada mediante este cociente, el cual suele ser generalmente inferior a 130 en 
zumos de naranja auténticos (AIJN, 2010).  
Por otro lado, una de las técnicas más comunes de adulteración de zumos 
de fruta es realizar un dilución con agua, así como la adición de azúcares, el 
lavado de la pulpa y la adición de otros zumos más económicos (Jandric, 2014; 
Saavedra, 2000; Ashurst, 2005; Muntean, 2010; Simpkins, 1995). Todo ello 
conlleva un cambio en la cantidad de azúcares presentes en el zumo de fruta. Por 
ejemplo, la adición de azúcar se comprueba mediante la cuantificación  de los 
niveles de sacarosa, glucosa y fructosa que hay presentes en el zumo. La 
concentración relativa de azucares debe que encontrarse dentro de los niveles 
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establecidos por las AIJN (AIJN 2010) para los diferentes tipos de frutas. Con 
ello, no solo podemos establecer la autenticidad, sino también evaluar la calidad 
y el control de la posible alteración microbiológica que puede haber sufrido 
durante el almacenamiento (Muntean, 2010; Martínez Montero, 2004); por otra 
parte, y dado que los azúcares tienen también un efecto sobre los valores 
nutricionales de los zumos, hay que tener cuidado ya que podrían tomarlos 
personas con diabetes (Kelly, 2005; Karadeniz, 2002). 
En la Tabla 1.5 y 1.6 se muestra los valores mínimos establecidos de 
ácidos orgánicos y azúcares respectivamente, para garantizar los criterios de 
autenticidad y calidad relativos a distintos zumos de frutas.  
Tabla 1.5. Valores de concentraciones de ácidos orgánicos recomendados 
por AIJN en zumos de fruta (datos de AIJN 2010). 
Fruta Cítrico (g/L) 
Málico 
(g/L) 
Isocítrico 
(mg/L) 
Fumárico 
(mg/L) 
Tartárico 
(g/L) Cit/Iso 
Limón 45-63 1,0-7,5 230-500 - - máx. 200 
Mandarina 6-22 0,5-3,0 65-200 - - máx. 130 
Manzana 0,05-0,15  mín. 3 - máx. 5 - - 
Melocotón 1,5-5,0 2-6 30-160 - - 15-100 
Naranja 6,3-17,0 0,8-3,0 65-200 - - máx. 130 
Pera máx. 4 0,8-4,0 máx. 40 - - máx. 100 
Piña 3-11 1-4 80-250 - - 25-70 
Uva máx. 0,5 2-7 - - 2-7 - 
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Tabla 1.6. Valores de concentraciones de azúcares recomendados por AIJN 
en zumos de fruta (datos de AIJN 2010). 
Fruta Glucosa (g/L) 
Fructosa 
(g/L) 
Sacarosa 
(g/L) 
Sorbitol 
(g/L) Glu/Fru 
Limón 3-12 3-11 máx. 7 - 0,95-1,30 
Mandarina 10-40 10-40 20-60 - máx. 1 
Manzana 15-35 45-85 5-30 2,5-7,0 0,3-0,5 
Melocotón 7,5-25,0 10-32 12-60 1,5-5,0 0,8-1,0 
Naranja 20-35 20-35 10-50 - 0,85-1,00 
Pera 10-35 50-90 tr.-15 10-25 máx 0,4 
Piña 15-40 15-40 25-80 - 0,80-1,25 
Uva 60-110 60-110 tr. - 0,9-1,03 
 
1.1.5. Métodos de análisis de los principales constituyentes de los zumos 
A continuación, se detallan las metodologías analíticas para la 
determinación de azúcares y ácidos orgánicos que son los componentes en los 
que se centra esta Tesis. 
 
1.1.5.1. Determinación de azúcares 
Se han utilizado diferentes técnicas para la determinación de 
carbohidratos, principalmente cromatografía líquida de alta presión (HPLC) y 
cromatografía de gases (GC) (Gómez-Ariza, 2005; Yoon, 1997; Pérez, 1997; 
Blanco-Gomis, 2000; Chinnici, 2005; Pereira, 2010; Morvai, 1991; Adams, 
1999). Sin embargo, también se han empleado otras técnicas de separación, como 
la electroforesis capilar (CE) (Soga, 1999; Soga, 2000; Soga, 2001; Cebolla-
Cornejo, 2012). Esta última ofrece diversas ventajas en su aplicación a la 
determinación de azúcares en muestras de alimentos (Hernández-Borges, 2009), 
tales como el empleo de pequeñas cantidades de muestra su bajo consumo de 
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reactivos y generación de residuos (bajo impacto medioambiental) y tiempos de 
separación cortos con satisfactoria reproducibilidad. 
Dado que los carbohidratos carecen de carga y grupo cromóforo, el uso de 
la detección indirecta en CE ofrece un medio alternativo de detección sin recurrir 
a la derivatización previa de estos analitos. Para ello se suele utilizar un tampón 
alcalino (pH>12) para garantizar la ionización de los carbohidratos, que a la vez 
reúnen los requisitos para ser aplicado en detección indirecta (véase Capítulo 2, 
apartado 2.1.4) (Soga, 1999; Soga, 2000; Soga, 2001; Cebolla-Cornejo, 2012; 
Klampfl, 1997; Doble, 1999). En base a estos estudios, se pondrá a punto una 
metodología para la autentificación, cuantificación y clasificación de zumos y 
néctares de frutas (véase Capítulo 4). 
 
1.1.5.2. Determinación de ácidos orgánicos 
Se han empleado diferentes metodologías analíticas para la determinación 
de ácidos orgánicos en zumos de frutas, siendo estos métodos principalmente 
enzimáticos (Stój, 2006) y cromatográficos (Chinnici, 2005; Cunha, 2002; 
Ehling, 2011; Kelebek, 2009; Scherer, 2012; Shui, 2002). Sin embargo, el 
empleo de estos métodos conlleva ciertas desventajas. Por ejemplo, en el caso de 
los métodos enzimáticos se necesitan kits específicos para cada ácido orgánico; 
además son procedimientos lentos y utilizan altas cantidades de reactivos, por lo 
que resultan económicamente poco atractivos. Por otro lado, en los métodos 
cromatográficos, tales como HPLC, se requiere generalmente el empleo de 
técnicas de tratamiento de muestra (clean-up) para la eliminación de 
interferencias de la matriz (por ejemplo, azúcares o compuestos fenólicos), los 
cuales tienen una influencia negativa en la simplicidad y rapidez del método, 
especialmente si se desea adoptarlo en análisis de rutina de control de calidad. 
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Por ello, se han descrito también otras metodologías, basadas en la CE (Jezek, 
2001; Saavedra, 2000; Sadecka, 2001), la cual ha demostrado ser una buena 
elección para la determinación rápida de ácidos orgánicos en medios acuosos, 
donde habitualmente basta con una simple dilución de la muestra. Además, el 
análisis se lleva a cabo empleando pequeñas cantidades de muestra y de 
reactivos, con bajos tiempos de análisis y obteniéndose buena reproducibilidad. 
Sin embargo, y dado que los ácidos orgánicos presentan una reducida o muy baja 
absortividad en el UV, se ha empleado normalmente la detección indirecta (véase 
Capítulo 2, apartado 2.1.4), evitándose así la incorporación de una etapa de 
derivatización previa a la etapa de medida. En esta tesis, se describe una 
metodología para la determinación de ácidos con detección directa empleando 
capilares de paso óptico extendido (Capítulo 5). 
 
1.2. Bebidas refrescantes 
Las bebidas refrescantes están constituidas por un grupo diverso de 
productos, en gran parte preparados artificialmente, donde predomina total o 
fundamentalmente el agua. Pueden consumirse frías o calientes, y pueden estar 
carbonatadas o no. En general, la necesidad de la ingesta de estas suele obedecer 
a un factor de tipo fisiológico relacionado con las pérdidas de líquidos de nuestro 
organismo. 
Así pues, las bebidas refrescantes contribuyen a la ingesta diaria de 
nutrientes tales como agua, hidratos de carbono, vitaminas, minerales y, en 
algunos casos, incluso proteínas. Dentro de este gran grupo se pueden encontrar, 
entre otras, las bebidas para deportistas o isotónicas, y las bebidas energéticas. En 
la Tabla 1.7 se muestra un resumen de la composición según el tipo de bebida. 
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1.2.1. Bebidas isotónicas 
Las bebidas hidratantes o isotónicas están destinadas a suministrar energía 
y reponer las pérdidas de agua y sales minerales, tras esfuerzos físicos de más de 
una hora de duración, para mantener así el equilibrio metabólico. Dichas bebidas 
presentan una composición específica para conseguir una rápida absorción de 
agua y electrolitos y prevenir la fatiga, siendo sus objetivos fundamentales el 
aporte de hidratos de carbono para mantener una concentración adecuada de 
glucosa en sangre, y retrasar el agotamiento de los depósitos de glucógeno, la 
reposición de los electrolitos, especialmente de sodio, y la reposición hídrica para 
evitar la deshidratación (Palacios, 2000). 
Estos efectos beneficiosos no están limitados solo a deportistas que 
realizan ejercicio muscular regular e intenso, sino también a aquellas personas 
que por sus trabajos hacen esfuerzos importantes, o en condiciones adversas, a 
aquellas personas que durante su tiempo de ocio hacen ejercicio físico. Tal y 
como se ha mencionado, las bebidas deportivas deben suministrar hidratos de 
carbono como fuente fundamental de energía, recomendándose además cumplir 
con los siguientes ítems en la composición de dichas bebidas en la práctica 
deportiva (Gil, 2010): 
- Energía aportada: 80-350 kcal/L. 
- Al menos el 75 % de las calorías provendrán de hidratos de carbono con 
un alto índice glucémico (glucosa, sacarosa, maltrodextrinas). 
- No más de 9 % de hidratos de carbono. 
- Contenido de sodio: 460-1550 mg/L. 
- Osmolaridad entre 300-330 mOsm/kg de agua. 
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Tabla 1.7. Composición de diferentes bebidas (por 100 g de porción 
comestible) (www.bedca.net).  
Componente Bebida Deportiva Bebida Energética 
Generales Valor Valor 
Alcohol (etanol) 0 g 0 g 
Energía, total 134 kJ (32 kcal) 19 kJ (5 kcal) 
Grasa, total (lípidos totales) 0 g 0,08 g 
Proteína, total 0 g 0,25 g 
Agua 92,1 g 98,35 g 
Hidratos de Carbono   
Fibra, dietética total 0 g 0 g 
Carbohidratos 7,9 g 0,7 g 
Vitaminas   
Vitamina A equivalentes de retinol de 
actividades de retinos y carotenoides 0 µg 0 µg 
Vitamina D 0 µg 0 µg 
Viamina E equivalentes de alfa tocoferol de 
actividades de vitámeros E 0,5 mg 0 mg 
Folato, total 0 µg 2 µg 
Equivalentes de niacina, totales 0,9 mg 8,5 mg 
Riboflavina 0 mg 0,57 mg 
Tiamina 0 mg 0,03 mg 
Vitamina B-12 0 µg 1,99 µg 
Vitamina B-6, Total 0,1 mg 1,9 mg 
Vitamina C (ácido ascórbico) 0 mg 0 mg 
Minerales   
Calcio 0,8 mg 13 mg 
Hierro, total Trazas (mg) 0.02 mg 
Potasio 2,2 mg 3 mg 
Magnesio 5 mg 3 mg 
Sodio 24 mg 39 mg 
Fósforo 1 mg 0 mg 
Ioduro 1 µg 0.4 µg 
Selenio, total Trazas (µg) 0.2 µg 
Zinc (cinc) Trazas (mg) 0 µg 
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1.2.1.1. Consumo de bebidas isotónicas 
Desde hace ya algunos años, las bebidas especialmente diseñadas para los 
deportistas se han puesto de moda, extendiéndose ampliamente a colectivos muy 
diversos (adolescentes, niños, etc.), estando actualmente conceptuados como 
bebidas de consumo general. Prueba de ello, es el incremento notorio observado 
en el consumo de este tipo de bebidas en los últimos años (Fig. 1.4).  
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Fig. 1.4. % Consumido a lo largo de los últimos años (Abelenda Botello, 
2013). 
 
1.2.1.2. Composición de las bebidas isotónicas 
Las bebidas isotónicas tienen una composición básica formada por agua; 
hidratos de carbono como pueden ser las maltodextrinas, fructosa, glucosa, 
sacarosa o la dextrosa; y sales minerales diversas conteniendo iones como 
cloruro, potasio, sodio o fósfato. A su vez, estas bebidas rehidratantes también 
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pueden incorporar a su composición vitaminas, ácido cítrico, calcio, 
aromatizantes, edulcorantes y otros componentes. 
a) Agua. El contenido de agua de este tipo de bebidas se encuentra alrededor de 
un 90%. Ésta se emplea para evitar la deshidratación resultante de la sudoración 
derivada de cualquier práctica deportiva intensa. 
b) Hidratos de carbono. La efectividad de una bebida isotónica depende del tipo 
de hidratos de carbono que lleva en su composición y de su concentración. La 
proporción de éstos se encuentra entre un 5% y un 10%, siendo generalmente una 
mezcla de glucosa y fructosa. Por debajo del 5% de azúcar, se comportaría como 
una bebida hidratante de poco valor calórico, y si su concentración es superior al 
10%, el proceso de asimilación es más lento.  
Los hidratos de carbono proporcionan la energía necesaria para el 
ejercicio, reducen la degradación de las reservas de glucógeno muscular y ayudan 
a mantener estables los niveles de glucosa en la sangre, al mismo tiempo que 
aceleran la asimilación de agua. 
Se han estudiado otros carbohidratos para mejorar la absorción del agua 
(que no incrementen la osmolaridad), como por ejemplo, la maltodextrina 
(polímero de glucosa con osmolaridad baja), o incluso aminoácidos como 
glicina, glutamina y alanina y, también algunos dipéptidos o tripéptidos usados 
como reductores de la presión osmótica. 
c) Minerales. Estas bebidas contienen iones sodio, cloruro, magnesio, calcio y 
potasio que mejoran su sabor, y en el caso del sodio favorece la retención de 
agua impidiendo que ésta se elimine por vía renal. 
d) Vitaminas. Entre las vitaminas, habitualmente presentes, se encuentran las 
hidrosolubles (vitamina C y grupo B), ya que su exceso se elimina fácilmente por 
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vía urinaria, mientras que, las liposolubles (vitamina D y A) no suelen ser 
recomendables, dada su reducida solubilidad y absorción en medios acuosos. 
e) Aditivos. También, se añaden saborizantes y colorantes (azul brillante FCF (E-
133), azorrubina (E-122), mezclas de carotenos, etc.) que sólo tienen funciones 
organolépticas. No suele añadirse dióxido de carbono, para evitar molestias 
durante el ejercicio. 
 
1.2.1.3. Legislación 
La legislación vigente para este tipo de bebidas en la actualidad está 
regulada por las siguientes disposiciones: 
 Real Decreto 1444/2000 de 31 de julio, las bebidas para deportistas se 
consideran dentro de los preparados alimenticios para regímenes dietéticos 
y/o especiales, en el epígrafe de alimentos adaptados a un intenso desgaste 
muscular, sobre todo para deportistas. 
 Real Decreto 650/2011, de 9 de mayo, por el que se aprueba la 
reglamentación técnico-sanitaria en materia de bebidas refrescantes (B.O.E. 
19.05.2011) 
 
1.2.2. Bebidas energéticas 
Las bebidas energéticas son bebidas no alcohólicas, generalmente 
gasificadas, compuestas básicamente por cafeína, hidratos de carbono, azúcares 
sencillos, así como otros componentes tales como aminoácidos, vitaminas, 
minerales, extractos vegetales y diferentes aditivos. A este tipo de bebidas se las 
puede considerar como “alimentos funcionales”, ya que han sido diseñadas para 
proporcionar un beneficio específico, esto es, el de brindar al consumidor una 
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bebida que le ofrezca vitalidad cuando, por propia decisión o necesidad, deba 
actuar ante esfuerzos extras, bien sean físicos o mentales. 
 
1.2.2.1. Consumo de bebidas energéticas 
El consumo de bebidas energéticas ha sufrido un incremento considerable 
en los últimos veinte años, incluyéndose en la dieta habitual de ciertas clases 
sociales y edades. Hoy en día, la mayoría de bebidas energéticas están destinadas 
a adolescentes y adultos jóvenes de entre 18 y 34 años, que relacionan el 
consumo de este tipo de bebidas con un estilo de vida difundido por campañas 
publicitarias y estrategias de mercado (Heckman, 2010). De hecho, alrededor de 
un 34% de personas entre 18 y 24 años son consumidores habituales de dichas 
bebidas (O’Brien, 2008; Mintel Global New Products Database, 2009). Otro 
estudio muestra que cerca de la mitad de los estudiantes universitarios consumen 
al menos, una bebida energética al mes para aumentar su nivel de energía y 
concentración, para compensar la falta de sueño o en combinación con alcohol 
(Miller, 2008). El crecimiento de la ingesta de estas bebidas es tal, que alcanzó 
un consumo total de 4,8 mil millones de litros a nivel mundial en 2011 (Zenith 
International, 2012), y representa un 1% de las ventas de bebidas no alcohólicas 
(Energy Drinks Europe, 2013). 
Por otro lado, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha 
publicado un informe en 2013, que recopila, por primera vez, datos sobre el 
consumo de bebidas energéticas a nivel europeo en grupos específicos de la 
población, incluyendo niños y adolescentes. En la Fig. 1.5 se muestran los 
resultados de dicho estudio. Como se aprecia, el grupo de edad más propenso a 
consumir dichas bebidas es el de los adolescentes (10-18 años) con un 68% del 
total de encuestados. Entre éstos, el 12% presentan un consumo medio de 7 
litros/mes. Por otra parte, se encuentra el grupo de adultos (18-65 años), el cual 
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representa aproximadamente el 30% de los entrevistados, entre los cuales, el 12% 
presenta un consumo medio de 4,5 litros/mes. Por último, se encuentra el grupo 
de los niños (3-10 años), con el 18% de los entrevistados, de los cuales alrededor 
del 16% presentan un consumo medio de casi 4 litros/mes 
(http://www.efsa.europa.eu).  
Niños (3‐10 años) Adolescentes (10‐18 años) Adultos  (18‐65 años)  
Fig. 1.5. Consumo de bebidas energéticas (en % en total) en función del 
rango de edad (http://www.efsa.europa.eu). 
 
1.2.2.2. Composición de las bebidas energéticas 
El término “bebida energética” hace referencia a una formulación, que 
además de aportar calorías, contiene cafeína y otras sustancias tales como 
taurina, vitaminas y extractos de plantas (Heckman, 2010). Sus ingredientes 
fundamentales se detallan a continuación: 
a) Agua. Las bebidas energizantes contienen agua carbonatada, al igual que las 
bebidas refrescantes o gaseosas.  
68% 30% 18% 
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b) Hidratos de carbono. La cantidad de hidratos de carbono en las bebidas 
energéticas varía ampliamente, conteniendo la mayoría de ellas entre 75 y 104 
mg/mL. Los hidratos de carbono más comúnmente encontrados en este tipo de 
bebidas son la glucosa, la sucrosa, las maltodextrinas, la fructosa y la galactosa. 
Muchas bebidas energizantes también contienen glucuronolactona, la cual es 
añadida con objeto de aumentar la energía, la sensación de bienestar y promover 
la excreción de toxinas.  
c) Cafeína. Este componente es la principal fuente de energía en este tipo de 
bebidas, las cuales suelen contener entre 291 y 833 mg/L de cafeína. 
d) Aminoácidos. Se pueden encontrar diversos tipos de aminoácidos, siendo los 
más comunes la taurina, la L-carnitina, la glutamina y la arginina. Entre éstos, 
cabe destacar la taurina por su papel en la regulación de la frecuencia cardíaca, 
en las contracciones musculares, en el desarrollo neurológico, en el balance de 
agua y minerales del organismo. Se han encontrado estudios que afirman que su 
combinación con cafeína mejora el rendimiento intelectual, sin embargo, existen 
otros que indican que promueve el riesgo de diabetes, de epilepsia y de 
hipertensión. El contenido de taurina que se encuentra en este tipo de bebidas es 
de alrededor de 4100 mg/L, si bien se considera que no hay riesgos para la salud 
ingestas de hasta 3000 mg por día de suplementos de taurina. Por otro lado, la L-
carnitina, mejora la resistencia, aumenta el metabolismo de grasas y protege 
contra enfermedades vasculares, mientras que la glutamina mejora la función 
inmunitaria y aumenta la reserva de glucógeno en los músculos durante la 
recuperación luego del ejercicio. Por último, también se encuentra la arginina, 
que favorece la vasodilatación. 
e) Extractos de plantas. Entre los más comunes en este tipo de bebidas en 
encuentran el guaraná, el ginseng y el ginkgo biloba. El guaraná es el fruto de un 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
40 
 
arbusto procedente de países de América del Sur (Brasil, Perú, Paraguay), se 
caracteriza por su elevado contenido en cafeína (aproximadamente 40 mg de 
cafeína/gramo de guaraná). De hecho, su adición en las bebidas energéticas está 
asociada con un aumento de energía, mejor rendimiento físico y mental, y con la 
supresión del apetito. Por otro lado, al ginseng se le han atribuido los siguientes 
beneficios: acelerar la recuperación tras una enfermedad, combatir la pérdida de 
memoria, el cansancio físico y mental, mejorar el rendimiento sexual y ayudar a 
controlar la glucosa en sangre y la presión arterial. Por último, el ginkgo biloba 
es una hierba usada para tratar desórdenes en el sistema circulatorio y asociada a 
mejorar la memoria, el rendimiento físico y la depresión según varios estudios 
científicos. 
f) Vitaminas. Las bebidas energéticas contienen vitaminas del grupo B (véase 
Fig. 1.6), siendo las más comunes las vitaminas B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6 
(piridoxina, piridoxal, piridoxamina) y B12 (cianocobalamina), que aparecen en 
cantidades muy superiores a la cantidad diaria recomendada (CDR). Una bebida 
energética típica puede contener hasta un 360% de la CDR de vitamina B6, 120% 
de vitamina B12 y 120% de vitamina B3, pero es posible superar estos valores en 
función de la marca y la cantidad de producto ingerida. Una vez superada la 
CDR, el exceso de éstas es excretado por vía renal, gracias a la hidrosolubilidad 
de las mismas. Las vitaminas se requieren en ínfimas cantidades, y por ello es 
fácil sobrepasar la CDR. A su vez, para que las vitaminas produzcan daños 
adversos se deberían consumir en cantidades muy elevadas, como es el caso de la 
vitamina B6, cuya ingesta prolongada en cantidades superiores a 500 mg/día, 
puede causar daños neurológicos (Nutri-Facts, 2011). También, en algunos casos 
se añade vitamina C a este tipo de bebidas, debido a su acción antioxidante. 
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Ácido ascórbico (C) 
pKa=4,2; 11,6 
 
Tiamina (B1) 
pKa=5,5 
 
Rivoflavina (B2) 
pKa=10,2 
 
Nicotinamida (B3) 
pKa=3,3 
 
 
Ácido Nicotínico (B3) 
pKa=3; 4,7 
 
Ácido pantoténico (B5) 
pKa=4,4 
 
Piridoxina (B6) 
pKa=5,6; 8,6 
 
Biotina (B8) 
pKa=4,5 
 
Ácido fólico (B9) 
pKa=2,7; 4,1; 8,9 
 
Cianocobalamina (B12) 
pKa=1,6  
Fig. 1.6. Estructura química de las vitaminas hidrosolubles y sus constantes 
de disociación. 
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g) Inositol. Es un polialcohol que actúa en las células del cerebro y en el 
metabolismo de los lípidos y el colesterol. Entre sus beneficios se encuentran: 
reducción del nivel de colesterol, tratamiento de diabetes, prevención en la caída 
del cabello y eccemas y, reducción del estado de agotamiento general.  
h) Minerales. Muchas bebidas energizantes contienen calcio y magnesio. 
También, es común encontrar iones sodio y potasio en la mayoría de las bebidas 
energéticas, con contenidos comprendidos estre 104-833 mg/L y 125-375 mg/L, 
respectivamente.  
i) Aditivos. Los aditivos que pueden incorporar este tipo de bebidas son 
colorantes; conservantes (benzoato de sodio, sorbato de potasio, etc.); 
antioxidantes; emulgentes, estabilizantes, espesantes y gelificantes; acidulantes 
(ácido cítrico); antiaglomerantes; edulcorantes artificiales (acesulfamo K, 
aspartamo, sacarina, etc); antiespumantes y gasificantes (CO2). 
 
1.2.2.3. Legislación 
Actualmente no existe ninguna normativa europea ni nacional que regule 
las autodenominadas bebidas energéticas. Así pues, a nivel nacional estas 
bebidas se enmarcan dentro del Real Decreto 650/2011, de 9 de mayo, por el 
que se aprueba la reglamentación técnico-sanitaria en materia de bebidas 
refrescantes, donde sólo se menciona en el producto su alto contenido en cafeína 
(límite de ingesta diario por adulto <300 mg/día y <100 mg/día en adolescentes). 
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1.2.3. Métodos de análisis de vitaminas en bebidas isotónicas y energéticas 
A continuación, se detallan las metodologías analíticas para la 
determinación de vitaminas en bebidas isotónicas y energéticas que es uno de los 
analitos en los que se centra la presente Tesis. 
 
1.2.3.1. Determinación de vitaminas 
La separación de vitaminas hidrosolubles se ha llevado a cabo 
principalmente mediante HPLC con diferentes detectores (Albalá-Hurtado, 1997; 
Zafra-Gómez, 2006), aunque los métodos de electroseparación capilar, como 
CZE (Schiewe, 1995; Schreiner, 2003) y la cromatografía capilar micelar 
electrocinética (MEKC) (Blanco-Gomis, 1999; Fotsing, 1999; Hu, 2001; Su, 
2001; Delgado-Zamarreño, 2002; Schreiner, 2003), también han sido utilizados 
con este fin. La mayoría de estos métodos se han centrado en la determinación de 
vitaminas del grupo B (y en algunos casos también vitamina C) en preparados 
multivitamínicos (Schiewe, 1995; Blanco-Gomis, 1999; Fotsing, 1999; Moreno, 
2000; Hu, 2001; Su, 2001; Almagro, 2002; Delgado-Zamarreño, 2002; Schreiner, 
2003; Heudi, 2005) y en suplementos alimentarios para bebés (Schiewe, 1995; 
Abalá-Hurtado, 1997; Woollard, 2002; Viñas, 2003; Zafra-Gómez, 2006). Sin 
embargo, la determinación de las vitaminas B y C en matrices tales como las 
bebidas energéticas y deportivas, que incluyen además de vitaminas otros 
compuestos añadidos (mayoritariamente azúcares) es un campo poco explotado 
(Aranda, 2006; Grant, 2008; Karatapanis, 2009), y de ahí su interés. Aranda y 
Morlock (2006) han desarrollado un método de cromatografía plana acoplada a 
espectrometría de masas (MS) para la determinación de tres vitaminas del grupo 
B (B2, B3 y B6), cafeína y taurina en ocho bebidas energéticas, usando un 
detector UV para la vitamina B3, cafeína y taurina (tras su derivatización 
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postcolumna), y un detector de fluorescencia para las vitaminas B2 y B6. Por 
otro lado, Grant y Helleur (2008) han descrito un método de ionización por 
desorción láser asistida por matriz (MALDI) empleando surfactantes para la 
determinación simultánea de las vitaminas B2, B3 y B6 y cafeína en cuatro 
bebidas energéticas. Por último, Karatapanis y col. (2009) desarrollaron un 
método de HPLC utilizando una columna de cromatografía de interacción 
hidrofílica (HILIC) para la separación de siete vitaminas del grupo B y vitamina 
C en una formulación farmacéutica y en una bebida energética. Sin embargo, aún 
no se ha publicado ningún método de cribado simple, rápido y económico para la 
determinación de vitaminas hidrosolubles en bebidas energéticas y refrescantes 
que permita evaluar la calidad de estos productos. En el Capítulo 6 de la presente 
Tesis, se describe un método basado en MEKC para la determinación de estos 
analitos en distintos tipo de bebidas y en presencia de potenciales interferentes. 
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2.1. Electroforesis capilar 
La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separación que se basa en 
la migración diferencial de especies cargadas en el seno de un tubo capilar 
(generalmente entre 25 y 100 µm de diámetro interno) y en presencia de un 
campo eléctrico. La fuerza que impulsa el flujo en CE se genera en la misma 
pared interna del capilar mediante el fenómeno conocido como electroómosis 
(Landers, 1994; Li, 1992; Camilleri, 1993; Heiger, 1992; Brown, 1995; Rogan, 
1993). 
 
2.1.1. Mecanismo de separación en CE 
La velocidad que adquiere un soluto cargado en el seno de un campo 
eléctrico es proporcional al campo: 
v = μe E                (E.2.1) 
donde v es la velocidad del ion, μe la movilidad electroforética del mismo y E el 
campo eléctrico aplicado. La movilidad electroforética es una constante 
característica del ion en un determinado medio. Viene determinada por el balance 
entre la fuerza electrostática, Fe, y las fuerzas de rozamiento, Ff: 
Fe = q E                (E.2.2) 
Ff = 6πrηv               (E.2.3) 
donde r es el radio efectivo del ion hidratado o solvatado y η es la viscosidad de 
la disolución. Cuando se alcanza el estado estacionario, ambas fuerzas son de la 
misma intensidad pero signo opuesto, por lo que: 
μe = q/ (6πrη)               (E.2.4) 
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De esta ecuación se deduce que las partículas con mayor densidad de 
carga eléctrica tendrán movilidades mayores. La movilidad se considera positiva 
cuando el ion se dirige al cátodo. La movilidad medida en función del tiempo de 
migración se conoce como movilidad aparente o efectiva (μap), y difiere de la 
intrínseca o electroforética cuando se observa en presencia de flujo 
electroosmótico (EOF) no nulo. La movilidad aparente corresponde a la suma de 
las movilidades electroforética y electroosmótica, siendo la velocidad total de las 
partículas cargadas la suma de sus velocidades electroforética y electroosmótica: 
v = ve + vEOF = μapE = (μe +μEOF)E           (E.2.5) 
 
2.1.2. Flujo electroosmótico 
El EOF es uno de los principales fenómenos que afectan a las 
separaciones electroforéticas. En contacto con un medio acuoso, la superficie del 
capilar de sílice tiene generalmente un exceso de carga negativa que es debido a 
la ionización de los grupos silanol. Para capilares de sílice fundida, el EOF se 
puede controlar reduciendo o aumentando el número de grupos silanol en forma 
ionizada. Así, el EOF es prácticamente nulo por debajo de pH 3, y aumenta con 
el pH. Para la sílice se tiene: log Kmedio ≈ 5,5. 
Los iones que se encuentran en la disolución tienden a neutralizar la carga 
de la superficie del capilar, formando una doble capa eléctrica, y creando una 
diferencia de potencial residual conocida como potencial zeta. La primera capa, o 
capa de adsorción primaria, está fuertemente retenida, pero sobre ella se 
establece una capa difusa en la que predominan los iones del signo contrario al 
potencial zeta de la superficie. Esta segunda capa está menos retenida, por lo que 
puede moverse por aplicación de una diferencia de potencial, y en su movimiento 
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arrastra a todo el líquido. En la Fig. 2.1 se representa esquemáticamente este 
fenómeno. 
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Fig. 2.1. Esquema de la generación de EOF por aplicación de campo 
eléctrico. 
La velocidad del EOF (vEOF) es proporcional al campo: 
vEOF = μEOFE              (E.2.6) 
donde μEOF es la movilidad electroosmótica que es proporcional al potencial zeta 
sobre la superficie: 
μEOF = εζ/η              (E.2.7) 
donde ζ es el potencial zeta o densidad de carga residual sobre la superficie de la 
pared interna del capilar, y ε es la permisividad eléctrica o constante dieléctrica 
del medio. La μEOF depende de la naturaleza de la pared del capilar y de la 
composición del medio, especialmente del pH y de la fuerza iónica. El potencial 
zeta es función de la carga por unidad de superficie, y depende también del pH, y 
de la concentración y la naturaleza de todos los iones presentes. 
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2.1.3. Movilidad y tiempo de migración 
El tiempo que un soluto necesita para migrar desde el punto de inyección 
hasta el punto de detección se denomina tiempo de migración. El tiempo de 
migración se relaciona con los siguientes parámetros experimentales: 
tV
lL
tE
l
ap                (E.2.8) 
donde la μap es la movilidad aparente, V es el voltaje aplicado, l es la longitud 
efectiva del capilar o distancia desde la entrada hasta el detector, L es la longitud 
total del capilar, t es el tiempo de migración y E es el campo eléctrico aplicado. 
 
2.1.4. Técnicas de electroseparación capilar 
La electroseparación capilar abarca diversas técnicas caracterizadas por su 
gran versatilidad. Las técnicas más utilizadas son: 
 
2.1.4.1. FSCE o CZE 
En la FSCE o CZE, el capilar se llena sólo con el BGE, y la separación 
tiene lugar gracias a las diferentes movilidades electroforéticas de los solutos. La 
selección del BGE es extremadamente importante, ya que la selectividad de la 
separación depende en gran medida de su naturaleza. Los reactivos utilizados 
deben cumplir las siguientes condiciones: 
i) Buena capacidad amortiguadora en el intervalo de pH requerido. 
ii) Baja absorbancia a la longitud de onda de detección. 
iii) Baja movilidad electroforética de sus componentes para minimizar la 
corriente. 
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El sistema de detección estándar en electroforesis capilar es la medida 
directa de la absorción en la región UV-vis. La sensibilidad de la detección es 
función de la longitud de onda así como de las absortividades molares de los 
solutos. No obstante, existen solutos que, dada su baja absortividad molar, no 
pueden ser detectados si no son derivatizados previamente. Sin embargo, este 
procedimiento no es conveniente en muchos casos, y puede constituir una fuente 
de error adicional en análisis cualitativo y cuantitativo. Esto ha provocado el 
desarrollo de técnicas de detección indirecta o inversa (Johns, 2003; Yeung, 
1989). En detección indirecta, un soluto o compuesto cromóforo que absorbe 
fuertemente en la región UV-vis, se adiciona al electrolito de fondo o BGE. A 
este aditivo, se le conoce con el nombre de reactivo visualizador. Los solutos no 
absorbentes que tienen la misma carga que el reactivo visualizador, desplazan a 
los iones del mismo en base al principio de electroneutralidad. En este tipo de 
fotometría, la longitud de onda de detección se coloca en el máximo de 
absorbancia del BGE (reactivo visualizador) y la de referencia se sitúa a alguna 
longitud de onda donde éste no absorba. El paso del BGE por el detector provoca 
una señal elevada y constante que decae bruscamente cuando llega un analito a la 
zona de detección (Fig. 2.2) obteniéndose así picos negativos. La mayoría de 
softwares comerciales permiten convertir estos picos negativos en positivos o 
también existe la posibilidad de intercambiar las longitudes de detección y de 
referencia, respecto a lo anteriormente explicado, para de esta manera cambiar el 
signo de la señal. 
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Fig. 2.2. Esquema de la detección indirecta UV-Vis, donde Δ representa los 
iones del analito y O los componentes del BGE.  
Existen varios requerimientos o exigencias a la hora de seleccionar un 
reactivo visualizador (Kuhn, 1993; Johns, 2003; Beckers, 2003; Xiong, 1999):  
• El reactivo debe tener carga del mismo signo que los solutos que se desean 
separar. 
• Idealmente, el reactivo visualizador debe servir además como 
amortiguador del pH, esto es, debe poseer capacidad amortiguadora. 
• El reactivo visualizador debe estar cargado al pH al cual se efectúa la 
separación.  
• La absortividad molar del reactivo debe ser alta. 
• El reactivo debe absorber a una longitud de onda diferente de los solutos. 
• La concentración del reactivo en el electrolito de fondo debe ser la más 
baja posible, de otro modo, se producirá una pérdida de sensibilidad. 
• La movilidad electroforética del reactivo debe estar lo más cerca posible 
de las movilidades de los solutos a separar, en caso contrario se pueden 
producir ensanchamientos de bandas. 
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La aplicación de la técnica de detección indirecta en CZE tiene una 
especial importancia en la detección sensible de aniones inorgánicos rápidos y 
cationes, y también en aniones de naturaleza orgánica. A pesar del corto camino 
óptico en CZE (diámetro medio del capilar) se han conseguido límites de 
detección (LODs) extremadamente bajos. 
 
2.1.4.2. MEKC 
La MEKC fue introducida en 1984 por Terabe y col. (Terabe, 1984; 
Terabe, 1989; Terabe, 1992; Otsuka, 1989), y se utiliza para separar especies sin 
carga eléctrica neta. La separación se basa en las diferencias de las constantes de 
asociación entre solutos y micelas. El BGE contiene un surfactante iónico a 
concentración superior a su CMC. Tanto las micelas como los iones libres del 
surfactante experimentan interacciones hidrofóbicas y electrostáticas con los 
solutos. Las especies no cargadas que interaccionan con las micelas adquieren 
movilidad, distinguiéndose del EOF, y las que no interaccionan se mueven con el 
mismo. Se puede aplicar también a especies iónicas, si bien, en este caso el 
mecanismo de separación es mixto, cromatográfico y electroforético a la vez. 
 
2.1.4.3. CEC 
La CEC es una técnica analítica de separación en fase líquida que combina 
la elevada eficacia de la CZE con la alta selectividad y reproducibilidad 
proporcionadas por la HPLC. En CEC, la separación se lleva a cabo en columnas 
capilares rellenas total o parcialmente con una fase estacionaria. Como en CZE, 
el EOF es generado por el campo eléctrico. Para que se genere EOF debe 
asegurarse la presencia de cargas sobre la superficie del relleno de la columna. 
Por otro lado, el EOF es el responsable del bombeo en CEC y en otras técnicas 
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de electroseparación. El bombeo mediante el EOF da lugar a un perfil plano de 
velocidades en el seno de la fase móvil, a diferencia del perfil parabólico que se 
obtiene cuando el bombeo es por presión externa, como en HPLC. El perfil plano 
del flujo es uno de los factores que permite obtener elevadas eficacias. 
En CEC el mecanismo de separación es doble (Rathore, 1996). Por un 
lado, hay un mecanismo cromatográfico, ya que se produce un reparto de los 
solutos entre una fase móvil y una estacionaria. Por otro lado, los solutos iónicos 
también se separan mediante un mecanismo electroforético, esto es, en base a las 
diferencias de movilidad electroforética, por lo que la naturaleza del relleno de la 
columna determina el EOF e influye sobre la selectividad de la separación. 
Un instrumento para CEC (véase esquema de la Fig. 2.3) está constituido 
básicamente por una fuente de alto voltaje, un sistema de suministro de 
disolvente y/o muestras en los viales de entrada y de salida de la columna, una 
columna capilar con una fase estacionaria en la cual se genera el EOF y también 
tiene lugar la separación electrocromatográfica, un compartimento isotérmico 
para la columna capilar, y un sistema de detección capaz de registrar los perfiles 
de concentración de los analitos en el eluyente. 
Fuente de
campo eléctrico
Fuente de
presión
BGE
Capilar
relleno
Detector
 
Fig. 2.3. Esquema de un instrumento de CEC. 
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La misma instrumentación utilizada en CE sirve para CEC, si bien, en este 
caso se debe de disponer de un sistema de presurización de los viales de entrada 
y salida. Esta presurización es necesaria para evitar la formación de burbujas, que 
podrían interrumpir la corriente. Las burbujas pueden originarse por diversas 
causas, ya sea por diferencias locales en la velocidad del EOF (Rathore, 1998), 
en el campo eléctrico, por pérdida del gas atrapado en los poros de la fase 
estacionaria, o por gas formado electroquímicamente (Carney, 1999), por 
calentamiento (Knox, 1988; Tsuda, 1987), o en el caso de columnas 
empaquetadas, por la presencia de las fritas que mantienen la integridad 
estructural del relleno (Rebscher, 1994). La presurización se puede aplicar sobre 
el vial de entrada o en el de salida, aunque generalmente se aplica sobre ambos 
viales, ya que así se asegura un flujo reproducible. Para presurizar los viales se 
usa un gas inerte, normalmente N2, a presiones próximas a 10 bares. Para obtener 
resultados reproducibles en CEC, es necesario el control de parámetros como la 
temperatura de la columna, el voltaje aplicado y la presión. En los equipos 
comerciales de CE, estos parámetros se controlan automáticamente, lo que da 
lugar a mejoras significativas de la reproducibilidad y seguridad de las 
separaciones. 
La espectrofotométrica UV-Vis es la técnica de detección más utilizada en 
CEC (Choudhary, 2000; Rozing, 2001; Devowsky, 2002; Cahours, 2002), siendo 
posible trabajar también en el modo de detección indirecto. La detección se 
realiza en la misma columna, utilizando como celda de detección una pequeña 
sección de la misma, adyacente al relleno, y de la cual se ha retirado la capa 
protectora de polímero. Otras técnicas de detección también ampliamente 
utilizadas son la fluorescencia inducida por láser (Wall, 2002; Horstkötter, 2002; 
Liu, 2001), y la MS (Shamsi, 2004; Klampfl, 2004; Barceló-Barrachina, 2004). 
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2.2. Columnas monolíticas y su aplicación en CEC 
La palabra “monolithos” procede del griego, y puede traducirse 
literalmente como “piedra única”, lo cual en términos cromatográficos equivale a 
una separación en “soporte o lecho continuo”. El diseño de su estructura porosa 
permite en general trabajar en HPLC con caudales elevados y por tanto obtener 
rápidas separaciones, sin que ello conlleve un aumento significativo en la 
presión, a diferencia de lo que sucede con las columnas particuladas. En CEC las 
columnas monolíticas constituyen igualmente una alternativa a las empaquetadas, 
con algunas interesantes ventajas. Así, dada su estructura continua, no es 
necesario el empleo de fritas en los extremos del lecho monolítico, ya que éste 
está anclado directamente sobre la pared del capilar mediante enlaces covalentes. 
Además, pueden prepararse in situ, por lo que la fabricación de lechos 
monolíticos es relativamente sencilla en comparación con las técnicas de 
empaquetado de partículas.  
Las columnas monolíticas pueden clasificarse en dos categorías 
principales, de sílice y poliméricas. Las columnas de sílice se preparan usando la 
tecnología sol-gel (Kato, 2002). La estructura de un monolito de sílice está 
formada por esqueletos interconectados que crean una distribución determinada 
de poros. La Fig. 2.4 muestra una sección transversal de un monolito de sílice 
(Fig. 2.4A) y una ampliación de la superficie (Fig. 2.4B), obtenidas por 
microscopía electrónica de barrido. En ellas se observa una estructura porosa 
bimodal compuesta por macroporos de 1 a 3 µm (tamaño de poro relativo al 
tamaño del esqueleto) y por mesoporos de 10 a 20 nm*. 
 
                                                 
* La IUPAC divide los poros en tres categorías según su tamaño: Macroporos, de diámetro superior a 50 
nm; mesoporos, de diámetro comprendido entre 50 y 2 nm; y microporos, de tamaño inferior a 2 nm. 
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Fig. 2.4. Microfotografías mostrando la morfología de columnas 
monolíticas de sílice. (A) Sección transversal. (B) Ampliación de la 
superficie. 
Por otro lado, la preparación de las columnas monolíticas poliméricas en 
las que se basa esta tesis, se lleva a cabo fácilmente mediante el relleno de las 
columnas capilares con una mezcla de polimerización constituida por 
monómeros, un agente entrelazante (cross-linker), una mezcla porogénica de 
disolventes y un iniciador radicalario. La hidrofobicidad del monolito resultante 
se puede controlar seleccionando la naturaleza del monómero (Liao, 1996; Palm, 
1997). El EOF se asegura mediante la presencia de monómeros derivados de los 
ácidos acrílico o sulfónico, o mediante sales de amonio cuaternario en la mezcla 
de polimerización (Ericson, 1999). La polimerización se inicia por medios 
térmicos, químicos o mediante radiación UV. Esta última posibilidad también 
permite formar monolitos en una zona específica mediante el empleo de capilares 
transparentes, haciendo pasar la radiación a través de una máscara en un proceso 
pseudo–litográfico. Una vez que la polimerización se completa, se retiran los 
sellos y se conecta el capilar a una bomba, para pasar un disolvente a través de la 
columna y eliminar porógenos y otros compuestos solubles que pudieran quedar 
en el monolito. 
A B
Ampliación 
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Para evitar cualquier desplazamiento del monolito a lo largo de la 
columna, es necesario anclar el polímero a la pared interna del capilar. Para ello, 
antes de introducir en el capilar la mezcla de polimerización, se silaniza la pared 
interna del mismo. Con este fin, en la mayor parte de los casos, se utiliza 3-
(trimetoxisilil)propil metacrilato (silano binding).  
Para construir monolitos se han utilizado diferentes tipos de polímeros, 
pudiendo distinguirse principalmente entre los derivados de acrilamida, 
poliestireno y ésteres de metacrilato o acrilato. En las primeras columnas 
monolíticas que fueron descritas se utilizó acrilamida y metacrilamida (Hjertén, 
1989; Fujimoto, 1995; Hoegger, 2001). Estos polímeros se preparan por 
polimerización de acrilamida, metacrilamida o sus derivados en presencia de 
metilenbisacrilamida o piperazina diacrilamida como agentes entrelazantes. Las 
columnas monolíticas basadas en poliestireno (Gusev, 1999; Petro, 1996) se 
obtienen por polimerización de estireno o sus derivados con divinilbenceno como 
agente entrelazante. Los monolitos basados en ésteres de metacrilato (Merthar, 
2003; Zhang, 2003; Peters, 1998-A; Peters, 1998-B) se preparan mediante 
polimerización de butilmetacrilato u otros ésteres derivados del metacrilato, 
empleando etilenglicol dimetacrilato como agente entrelazante.  
 
2.2.1. Columnas monolíticas basadas en ésteres de metacrilato y acrilato 
Las columnas monolíticas basadas en polimetacrilato son las más 
extendidas y mejor caracterizadas, habiendo sido ampliamente desarrolladas por 
Svec y col. (Peters, 1998-A; Peters, 1998-B), quienes han descrito aplicaciones 
tanto en HPLC como en CEC. Los polímeros de metacrilato y acrilato poseen 
características mecánicas y químicas que los hacen altamente apropiados como 
fases estacionarias. Son estables en un amplio intervalo de valores de pH (2–12), 
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a diferencia de las fases estacionarias basadas en sílice, que se degradan con gran 
facilidad por encima de pH 9. Su síntesis es rápida y sencilla, siendo posible 
partir de monómeros de polaridades muy diversas. 
La polimerización de los monolitos basados en ésteres de metacrilato y/o 
acrilato se realiza mediante una reacción radicalaria, iniciada generalmente por 
una temperatura elevada, por irradiación UV, o por agentes químicos a 
temperatura ambiente. Para la iniciación térmica de la polimerización se suele 
adicionar a la mezcla de monómeros AIBN (Peters, 1998-A; Peters, 1998-B; 
Chirica, 2001), peróxido de benzoilo (Xie, 1997), u otros peróxidos (Cantó-
Mirapeix, 2008).  
El mecanismo de formación del monolito macroporoso se basa en una 
reacción radicalaria, donde el monolito se prepara in situ, mediante una 
polimerización en cadena (Vlakh, 2007). El conjunto de reacciones podría 
describirse de la siguiente manera: 
En primer lugar, el iniciador radicalario, que es capaz de generar radicales 
libres a partir de enlaces débiles, se descompone y se inicia la polimerización. 
El monómero reacciona con el radical formado, con el subsiguiente 
crecimiento de la cadena de polímero. En el caso de los ésteres de metacrilato, 
esta etapa puede representarse de forma general mediante el siguiente esquema: 
O
A
O
|
| C
O
A
O O
A
O
|
O O
C
OO
AA  
donde A es un grupo terminal, que depende del monómero empleado. 
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A su vez, se produce la reacción entre el monómero y el agente 
entrelazante. Siguiendo con el ejemplo de los polímeros de metacrilato, y 
utilizando EDMA como cross-linker, se tiene: 
| C
O O
A
O
O O
O
O
C |
O
A
 
 
 
A medida que crecen las cadenas de polímero, disminuye su solubilidad 
en el medio y los núcleos generados se van separando. Los monómeros son 
termodinámicamente mejores disolventes del polímero que los porógenos, por lo 
que los núcleos se solvatan preferentemente con los monómeros que quedan en la 
mezcla de polimerización. Como la concentración de monómeros en el interior 
de los núcleos es mayor que en la disolución, la polimerización continúa 
preferentemente en dichos núcleos por motivos cinéticos (Peters, 1997; Štrancar, 
2002), produciéndose un aumento de su tamaño y pasando a formar 
microglóbulos. Éstos continúan aumentando de tamaño y se van 
interconexionando, creando la morfología final del monolito. El proceso da lugar 
finalmente a un sistema de dos fases: un sólido monolítico continuo de color 
blanco y un líquido porogénico inerte que llena los poros de la estructura. El 
monómero cross-linker monómero 
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volumen ocupado por los porógenos corresponde por tanto al volumen de 
macroporos del lecho monolítico. 
La morfología resultante de los monolitos macroporosos constituye un 
sistema complejo, con una estructura constituida por una serie de microglóbulos 
interconectados, parcialmente agregados en agrupaciones de mayor tamaño, que 
forman el cuerpo del polímero. Los huecos irregulares entre las agrupaciones de 
microglóbulos son los macroporos (Tennikova, 1990). La organización de los 
glóbulos y sus agregados depende tanto de la composición de la mezcla de 
polimerización como de las condiciones de reacción utilizadas en la preparación 
del monolito. 
Svec y col. (Peters, 1998-A; Peters, 1998-B) han demostrado que las 
propiedades cromatográficas (eficacia, selectividad, permeabilidad, etc) de estos 
materiales pueden alterarse variando la composición de la mezcla de 
polimerización (monómeros, cross-linker, disolvente porogénico y/o iniciador), 
así como el tipo de iniciación empleada, lo que constituye una vía interesante, no 
sólo para el desarrollo y optimización de las separaciones cromatográficas, sino 
para sus aplicaciones de interés ambiental, bioquímico e industrial. 
 
2.2.2. Nanomateriales y su aplicación en columnas monolíticas 
 
Los nanomateriales pueden definirse como materiales en los que al menos 
una de sus dimensiones se encuentra en el rango de la nanoescala, es decir, entre 
1 y 100 nanómetros (Buzea, 2007). La cualidad más importante de esta nueva 
familia de materiales reside en el desarrollo de importantes propiedades que son 
dependientes del tamaño de las NPs cuando éstas alcanzan dimensiones 
nanométricas. Entre algunas de las ventajas que éstos ofrecen, se encuentran su 
elevada relación superficie/volumen, así como su capacidad de modificar sus 
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propiedades fundamentales (tales como propiedades ópticas, magnetización, 
temperatura de fusión, eficacia, etc) respecto a los materiales a escala micro o 
macroscópicas. Actualmente, el desarrollo de este tipo de materiales y de sus 
aplicaciones tecnológicas ha generado un enorme impacto en muy diversas áreas 
científicas entre las que se encuentran las áreas de química, ciencias de los 
materiales, física, medicina y electrónica (Valcárcel, 2005; Lin, 2005; Zhang, 
2006). 
En los últimos años, la implementación de nanomateriales en técnicas de 
separación analíticas ha experimentado un aumento considerable (Nilsson, 2007; 
Zhang, 2006). Como se ha comentado anteriormente, su elevada relación 
superficie/volumen puede facilitar la transferencia de masa y aumentar la eficacia 
de la separación. Además, muchas NPs muestran estabilidad química en un 
amplio rango de pH, mucho más que la sílice que es uno de los materiales más 
utilizados en cromatografía. Entre los nanomateriales más utilizados en el área de 
las técnicas de separación destacan las NPs de carbono (nanotubos de carbono y 
fulerenos), NPs metálicas (oro, platino, plata, etc), NPs de óxidos (sílice, 
alúmina, titanio, zirconio), así como de polímeros solubles (dendrímeros, micelas 
poliméricas, etc). En la Fig. 2.5 se muestra algunos ejemplos de estos tipos de 
nanomateriales. 
Entre algunas de las aplicaciones de estos materiales destacan las de los 
nanotubos de carbono (CNTs) y fullerenos, los cuales han sido muy utilizados 
como sorbentes en extracción y microextracción en fase sólida (Valcárcel, 2008), 
en fases estacionarias en cromatografía de gases, HPLC y CEC (Valcárcel, 
2008), así como para modificar el electrolito de fondo en CE (Moliner-Martínez, 
2009; Valcárcel, 2008). Se ha demostrado que estos nanomateriales poseen 
especial afinidad por compuestos aromáticos y otros solutos hidrofóbicos, 
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además de producir cambios en la selectividad y la posibilidad de discriminar 
enantiómeros (Lee, 2006). Sin embargo, uno de los problemas que éstos 
presentan es su pobre solubilidad en medios acuosos. 
(a) (c)(b)
 
Fig. 2.5. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de diferentes 
materiales nanoestructurados: (a) nanotubos de carbono, (b) NPs de oro y 
(c) dendrímeros. 
El empleo de otros nanomateriales, como por ejemplo, las NPs de oro 
(AuNPs), también ha proporcionado selectividades interesantes y una exaltación 
de la eficacia y de la resolución a concentraciones muy bajas de las mismas en el 
tampón de separación en CE, especialmente en las separaciones de fragmentos de 
ADN (Huang, 2004). Sin embargo, el uso de disoluciones coloidales y 
suspensiones de NPs (por encima de 20 nm de diámetro) como pseudo-fases 
estacionarias tiene la desventaja de su compatibilidad con la detección UV-
visible (Nilsson, 2007). Este problema pone de manifiesto la importancia de las 
aproximaciones propuestas en esta Tesis, en la cual se propone trabajar 
principalmente con NPs inmovilizadas o atrapadas en la estructura de un sólido 
(Capítulos 7 y 8). En este sentido, el diseño y la morfología de las columnas 
monolíticas puede favorecer el desarrollo de nuevas fases estacionarias 
modificadas con nanomateriales. Existen muy pocos trabajos (Li, 2005; Xu, 
2010) que han incorporado nanomateriales a fases estacionarias monolíticas. Li y 
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col. (Li, 2005) incorporaron CNTs a una fase estacionaria monolítica polimérica 
(durante la polimerización), consiguiendo además de un aumento de eficacia una 
exaltación de la retención de moléculas pequeñas. Svec y col. (Xu, 2010) han 
modificado la superficie de monolitos poliméricos con AuNPs para la separación 
de péptidos y proteínas conteniendo grupos cisteína. También, dichas NPs han 
sido empleadas como ligandos intermedios para mejorar la funcionalidad de la 
superficie del monolito (Lv, 2012) 
Actualmente, la tendencia general en la investigación y desarrollo de 
materiales nanoestructurados, especialmente, NPs metálicas en soportes 
poliméricos puede realizarse mediante métodos in situ y ex situ. En el primero 
método, un monómero es polimerizado con especies precursoras inorgánicas de 
las NPs antes o después de la polimerización. A continuación, dichos precursores 
son reducidos químicamente, térmicamente o por radiación UV para formar NPs. 
En el proceso ex situ, las NPs inorgánicas son preparadas primero y luego son 
introducidas en el polímero sintetizado o en la mezcla de polimerización. 
En el caso de las nanopartículas de plata (AgNPs), se han descrito ambas 
aproximaciones (Lu, 2007). Sin embargo, en la vía ex situ, resulta difícil 
dispersar éstas homogéneamente en una matriz polimérica, debido a su facilidad 
de agregación, especialmente cuando se emplean a altas concentraciones. Entre 
las vías de preparación in situ, se ha utilizado la fotopolimerización para producir 
AgNPs a partir de reducción de los iones Ag+. Se han preparado AgNPs sobre la 
superficie de polímeros de poliestireno-ácido poliacrílico (Guo, 1999), así como 
en polímeros hiper-ramificados, como el poliuretano (Lu, 2003). 
Sin embargo, ambas aproximaciones conducen a polímeros donde una 
parte importante de las AgNPs se encuentran embebidas en la estructura 
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polimérica, lo cual reduce considerablemente la superficie disponible (las 
posiciones activas) de interacción de estos nanotubos con los analitos de interés. 
Con el fin de diseñar nuevos materiales monolíticos y aumentar el área 
superficial de los mismos, en los últimos años, se ha propuesto el diseño de 
monolitos cuya superficie es funcionalizada con ciertos grupos reactivos afines a 
las NPs, especialmente de oro (Cao, 2010; Lv, 2012). 
 
2.2.3. Caracterización de monolitos y nanomateriales 
Los materiales monolíticos se pueden caracterizar estudiando tanto sus 
propiedades morfológicas como electrocromatográficas. Existen numerosas 
técnicas que proporcionan información acerca de la influencia de diversos 
factores sobre las propiedades morfológicas de los materiales monolíticos. 
Para el estudio de las propiedades morfológicas de los materiales 
monolíticos, existen numerosos métodos y herramientas analíticas. Entre ellas 
cabe citar la microscopía electrónica de barrido (SEM) (Baeuml, 2002), la 
porosimetría de intrusión de mercurio (Doneanu, 2002), la adsorción/desorción 
de nitrógeno, evaluada mediante la ecuación de Brunauer-Emmet-Teller 
(Brunauer, 1938) y la permeabilidad cromatográfica. Las columnas monolíticas 
utilizadas a lo largo de esta Tesis Doctoral se han caracterizado principalmente 
mediante la SEM, la SEM-análisis por energía dispersiva de rayos X (EDAX) y 
la microscopía electrónica de transmisión (TEM), por lo que estas técnicas se 
comentan más extensamente a continuación. 
 
2.2.3.1. SEM 
Mediante LA SEM se obtienen imágenes de la estructura de un material. 
Sobre la superficie del material se enfoca un haz de electrones. Este haz barre la 
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superficie del material, produciendo principalmente la emisión de electrones 
secundarios de baja energía y electrones retrodispersados de mayor energía, 
recogiéndose ambos mediante adecuados sistemas de detección (Aballe, 1996). 
La información obtenida varía según las características del detector empleado. 
Los electrones secundarios se forman en una delgada capa superficial, del orden 
de 5 a 10 nm de espesor. La señal está constituida en parte por electrones que 
emergen de la muestra con una energía inferior a 50 eV. El número de electrones 
de este tipo es suficientemente elevado como para establecer un buen contraste 
entre las estructuras que se quieren describir. Por otra parte, al tratarse de 
electrones de baja energía, pueden desviarse fácilmente de su trayectoria 
emergente inicial, y se puede obtener información de zonas que no están a la 
vista del detector. Esta particularidad es fundamental para otorgar a la señal la 
posibilidad de aportar una información tridimensional de la topografía de la 
muestra, siendo quizás la característica más conocida de esta técnica. 
Por otro lado, la principal utilidad de la señal de electrones 
retrodispersados, compuesta por aquellos electrones que emergen de la muestra 
con una energía superior a 50 eV, reside en que su emisión depende fuertemente 
del número atómico de los elementos de la muestra. Por esta razón, dos zonas 
con distinta composición química se revelarán con distinta intensidad, aunque no 
exista ninguna diferencia de topografía entre ellas. 
Para aplicar SEM la muestra a analizar debe estar seca. En caso contrario, 
la baja presión existente en el microscopio causaría la evaporación de los 
componentes volátiles que saldrían despedidos violentamente, alterando la 
estructura de la muestra. Además, la superficie debe ser conductora, lo que se 
consigue recubriéndola con una película de un material conductor. Para ello, se 
utilizan técnicas de pulverización catódica a alto vacío. Por otro lado, la reducida 
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estabilidad térmica de los polímeros limita el voltaje que puede aplicarse para 
obtener las imágenes. 
 
2.2.3.2. SEM-EDAX 
Además de las imágenes que se pueden conseguir con SEM, el impacto 
del haz de electrones con la muestra genera rayos X que se pueden utilizar para 
realizar microanálisis. Cuando los electrones colisionan con los electrones de las 
capas más internas de los átomos de la muestra, se producen saltos electrónicos 
de los electrones de las capas más externas a las internas provocando una 
radiación de rayos X característica de los átomos irradiados. La radiación pasa 
por un detector y la señal resultante es dividida por un analizador multicanal. 
Este sistema que se conoce como sistema de dispersión de energía (EDS, Energy 
Dispersive System), y compara las longitudes de onda o la energía de los rayos X 
con las que emiten los patrones de los distintos elementos. Por ello, se puede 
evaluar semicuantitativamente la composición mineralógica y química de los 
materiales objeto de estudio.  
En microanálisis SEM-EDAX semicuantitativo, las concentraciones de los 
distintos elementos presentes en una muestra se obtienen, generalmente, a partir 
de la relación entre las intensidades de rayos X de los elementos presentes, y 
utilizando las correcciones del método ZAF; el cual se basa, al menos 
parcialmente, en consideraciones teóricas (éste es un modelo de regresión basado 
en el cálculo de factores en función del número atómico, de la absorción de la 
matriz y de la radiación de fluorescencia que puede aparecer). Este método, para 
muestras reales de composición compleja, se basa en cálculos que se repiten de 
forma reiterativa hasta que la diferencia entre dos cálculos sucesivos es menor de 
un error determinado. A partir de estas consideraciones se han desarrollado 
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diversos programas de análisis, encontrándose comercializados y disponibles en 
los softwares de los microscopios. 
 
2.2.3.3. TEM 
En un microscopio electrónico de transmisión (TEM), los electrones de 
una fuente, como la de un cañón de electrones, entran en la muestra, se dispersan 
al pasar a través de ella y se enfocan con una lente de objetivo, se amplifican 
mediante un lente amplificador (proyector) y finalmente producen la imagen 
deseada. 
Cuando el haz de electrones interacciona con los átomos del objeto para 
formar la imagen, un porcentaje importante de ellos atraviesa la muestra sin ser 
desviados y el resto son difractados en todas las direcciones. De estos últimos, 
los electrones dispersados con un ángulo pequeño con respecto al eje central 
interferirán con los no desviados para dar la imagen proyectada de la estructura 
de la muestra. Dicha imagen está constituida por puntos blancos y negros que 
representan puntos de máxima y nula interferencia de electrones y están 
dispuestos de acuerdo a la distribución atómica propia del objeto (Barceló 
Mairata, 2003). 
 
2.2.4. Caracterización de propiedades electrocromatográficas 
El comportamiento electrocromatográfico de las columnas monolíticas 
puede evaluarse a partir de parámetros de diversa índole. A continuación se 
incide en aquéllos utilizados en la presente tesis para la caracterización de las 
diferentes columnas de metacrilato. 
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Para llevar a cabo una separación cromatográfica, el analista debe 
establecer si se puede separar adecuadamente al analito del resto de componentes 
de la muestra, y si la cantidad en la que se halla es suficiente como para poderlo 
detectar y/o determinar. El tiempo que transcurre desde la inyección hasta la 
detección de un analito es su tiempo de retención o tR. Por su parte, el factor de 
capacidad o retención relativa (k) expresa la retención neta en unidades de tiempo 
muerto, t0, o tiempo que tarda en eluir un compuesto que no presenta retención: 
0
0,
t
tt
k iRi
       (E.2.9) 
donde tR,i es el tiempo de retención del analito i. El intervalo óptimo de valores 
de k se sitúa entre 1 y 5, si bien valores entre 0,2 y 10 son aceptables. Valores de 
k inferiores a 0,2 indican poca retención, preferencia excesiva del soluto por la 
fase móvil. Por el contrario, valores de k superiores a 20 indican una retención 
demasiado alta, producida por una preferencia excesiva del soluto por la fase 
estacionaria, lo que implica tiempos de análisis muy largos y en general picos 
anchos y de baja altura, difíciles de detectar y de medir con precisión, y por 
tanto, con LODs mayores de lo deseable. 
La capacidad de un sistema cromatográfico para distinguir entre dos 
solutos se expresa mediante el factor de selectividad i,j, que se calcula como el 
cociente entre las retenciones relativas de ambos solutos: 
i
j
ji k
k,                                                                 (E.2.10) 
siendo i y j dos picos adyacentes, e i el soluto menos retenido. 
El grado de separación entre dos solutos se mide mediante la resolución, 
R: 
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)(5,0
,,
ji
jRiR
ww
tt
R 
             (E.2.11) 
siendo wi y wj las anchuras de las bases de los picos de los compuestos i y j. 
Por su parte, la eficacia describe el grado de ensanchamiento de bandas en 
relación al volumen de retención. Se obtiene una elevada eficacia cuando los 
picos se mantienen estrechos a pesar de haber requerido un volumen elevado de 
fase móvil para su elución. La eficacia global de un sistema se describe mediante 
el número de platos teóricos (N), y la eficacia por unidad de longitud por la altura 
equivalente a un plato teórico (H), o por su inversa (1/H). 
Para un soluto determinado, N puede calcularse a partir de las expresiones: 
2
16 


w
tN R     y    
2
2/1
54,5 



w
tN R                    (E.2.12) 
donde tR es el tiempo de retención del soluto y w y w1/2 son la anchura de la base 
del pico y su anchura a media altura, respectivamente. Por su parte, H se 
relaciona con N a través de la expresión: 
H
LN                                                           (E.2.13) 
donde L es la longitud de la columna. 
La ecuación de Van Deemter describe las contribuciones a H, esto es, 
indica como los diversos factores de construcción y funcionamiento de la 
columna influyen sobre la eficacia. Para el caso de columnas microparticuladas 
tanto en HPLC como en CEC, se tiene la expresión simplificada siguiente: 
uC
u
BAH              (E.2.14) 
donde u  es la velocidad lineal promedia de la fase móvil.  
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El término A de la ecuación de van Deemter se conoce como difusión de 
remolino o torbellino, y se debe a la distinta longitud de los caminos recorridos y 
a las distintas velocidades de los solutos en su avance por el lecho 
cromatográfico (Fig. 2.6A). La contribución al ensanchamiento de bandas se 
debe a que las moléculas se mueven a distinta velocidad según la anchura del 
camino seguido. Además, la fase móvil que avanza por el centro de los “canales” 
se mueve más rápidamente que la que avanza pegada a las paredes. Esta 
contribución a H es función sólo de la geometría del relleno, esto es, no depende 
de u . 
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Fig. 2.6. A) Difusión de remolino y B) difusión molecular longitudinal. 
El término B representa la difusión molecular longitudinal (en la dirección 
axial), que es debida a la difusión de los solutos a nivel molecular (Fig. 2.6B). 
Esta difusión es proporcional a la difusibilidad de los solutos y al tiempo de 
residencia de la muestra en la columna. Conforme aumenta el tiempo de 
permanencia, mayor es la difusión, y por tanto el término B sólo cobra 
importancia a velocidades de flujo bajas. Esta dependencia con el tiempo de 
permanencia se refleja en la proporcionalidad inversa de esta contribución 
repecto a u . 
El término C corresponde a la contribución combinada de las velocidades 
de transferencia de masa en la fase móvil y en la fase estacionaria (CM y CS). Este 
término es proporcional a u  ya que el avance de la fase móvil compite en 
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términos de velocidad con las transferencias de masa del soluto entre ambas 
fases, de modo que la importancia del término C aumenta con la velocidad de la 
fase móvil al ser menor el tiempo de equilibrado entre ambas fases. La lentitud o 
retraso con la que se efectúan las transferencias de masa después de cada “etapa” 
de avance de la fase móvil origina un ensanchamiento de la zona ocupada por el 
soluto. 
Los términos A y C de la ecuación de van Deemter indican que la eficacia 
de la columna puede mejorarse utilizando partículas de fase estacionaria más 
pequeñas, o también rellenos más uniformes. La forma de la curva de van 
Deemter proporciona información acerca de la calidad del empaquetado o relleno 
de la columna cromatográfica. Cuanto menores sean las contribuciones de los 
términos A y C mayor será el número de platos teóricos a una determinada 
velocidad de la fase móvil. En la Fig. 2.7 se muestra una representación típica de 
esta ecuación. 
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Fig. 2.7. Representación de H frente a ū (curva de van Deemter). 
 
Capítulo 2. Técnicas de electroseparación capilar y columnas monolíticas 
 
 83  
 
2.3. Referencias 
Aballe, M.; López Ruiz, J.; Badía, J.M.; Adeva, P. (1996) Microscopía 
electrónica de barrido y microanálisis por rayos X, CSIC y Ed. Rueda, 
Madrid, Spain. 
Baeuml, F.; Welsh, T.J. (2002). Improvement of the long-term stability of 
polyimide-coated fused-silica capillaries used in capillary electrophoresis 
and capillary electrochromatography. Journal of Chromatography A, 
961, 35-44. 
Barceló Mairata, F. (2003). Técnicas instrumentales en bioquímica y biología. 
Universitat de les Illes Balears, Col·lecció materials didàctics.. 
Barceló-Barrachina, E.; Moyano, E.; Galceran, M.T. (2004). State-of-the-art of 
the hyphenation of capillary electrochromatography with mass 
spectrometry. Electrophoresis, 25, 1927-1948. 
Beckers, J.L.; Bocek, P. (2003). The preparation of background electrolytes in 
capillary electrophoresis: golden rules and pitfalls. Electrophoresis, 24, 
518-535. 
Brown, P.R.; Grushka, E. (1995). Advances in Chromatography Vol. 35, Marcel 
Dekker, New York, NY, USA. 
Brunauer, S.; Emmet, P.H.; Teller, E. (1938). Adsorption of Gases in 
Multimolecular Layers. Journal of the American Chemical Society, 60, 
309-319. 
Buzea, C.; Pacheco, I.; Robbie, K. (2007). Nanomaterials and nanoparticles: 
sources and toxicity. Biointerphases, 2, MR17-71. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
84 
 
Cahours, X.; Cherkaoui, S.; Rozing, G.P.; Veuthey, J.L. (2002). Microemulsion 
electrokinetic chromatography versus capillary electrochromatography-
UV-mass spectrometry for the analysis of flunitrazepam and its major 
metabolites. Electrophoresis, 23, 2320-2326. 
Camilleri, P. (1993). Capillary Electrophoresis, Theory and Practice, CRC Press, 
Boca Raton, FL, USA. 
Cantó-Mirapeix, A.; Herrero-Martínez, J.M.; Mongay-Fernández, C.; Simó-
Alfonso, E.F. (2008). Lauroyl peroxide as thermal initiator of lauryl 
methacrylate monolithic columns for CEC. Electrophoresis, 29, 4399-
4406. 
Cao, Q.; Xu, Y.; Liu, F.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (2010). Polymer Monoliths 
with Exchangeable Chemistries: Use of Gold Nanoparticles As 
Intermediate Ligands for Capillary Columns with Varying Surface 
Functionalities. Analytical Chemistry, 82, 7416-7421. 
Carney, R.A.; Robson, M.M.; Bartle, K.D.; Myers, P. (1999). Investigation into 
the Formation of Bubbles in Capillary Electrochromatography. Journal 
of High Resolution Chromatography, 22, 29-32. 
Chirica, G.S.; Remcho, V.T. (2001). Novel monolithic columns with templated 
porosity. Journal of Chromatography A, 924, 223-232. 
Choudhary, G.; Apffel, A.; Yin, H.; Hancock, W. (2000). Use of on-line mass 
spectrometric detection in capillary electrochromatography. Journal of 
Chromatography A, 887, 85-101. 
Devowsky, J.K. (2002). Selected applications of capillary electrochromatography 
in the pharmaceutical industry: to buy or not to buy?. Journal of Liquid 
Chromatography & Related Technologies, 25, 1875-1917. 
Capítulo 2. Técnicas de electroseparación capilar y columnas monolíticas 
 
 85  
 
Doneanu, A.; Chirica, G.C.; Remcho, V.T. (2002). Starburst dendrimers as 
macromolecular pore-templates for stationary phases in capillary 
chromatography. Journal of Separation Science, 25, 1252-1256. 
Ericson, C.; Hjertén, S. (1999). Reversed-Phase Electrochromatography of 
Proteins on Modified Continuous Beds Using Normal-Flow and 
Counterflow Gradients. Theoretical and Practical Considerations. 
Analytical Chemistry, 71, 1621-1627. 
Fujimoto, C.; Kino, J.; Sawada, H. (1995). Capillary electrochromatography of 
small molecules in polyacrylamide gels with electroosmotic flow 
Journal of Chromatography A, 716, 107-113. 
Guo, X.; Weiss, A.; Ballauff, M. (1999). Synthesis of Spherical Polyelectrolyte 
Brushes by Photoemulsion Polymerization. Macromolecules, 32, 6043-
6046. 
Gusev, I.; Huang, X.; Horváth, C. (1999). Capillary columns with in situ formed 
porous monolithic packing for micro high-performance liquid 
chromatography and capillary electrochromatography. Journal of 
Chromatography A, 855, 273-290. 
Heiger, D.N. (1992). High Performance Capillary Electrophoresis: An 
Introduction. Hewlett Packard publ. No. 12-5091-699E, Waldbronn, 
German. 
Hjertén, S.; Liao, J.L.; Zhang, R. (1989). High-performance liquid 
chromatography on continuous polymer beds. Journal of 
Chromatography A, 473, 273-275. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
86 
 
Hoegger, D.; Freitag, R. (2001). Acrylamide-based monoliths as robust 
stationary phases for capillary electrochromatography. Journal of 
Chromatography A, 914, 211-222. 
Horstkötter, C.; Jiménez-Lozano, E.; Barrón, D.; Barbosa, J.; Blaschke, G. 
(2002). Determination of residues of enrofloxacin and its metabolite 
ciprofloxacin in chicken muscle by capillary electrophoresis using laser-
induced fluorescence detection. Electrophoresis, 23, 3078-3083. 
Huang, M.F.; Kuo, Y.C.; Huang, C.C.; Chang, H.T. (2004). Separation of Long 
Double-Stranded DNA by Nanoparticle-Filled Capillary Electrophoresis. 
Analytical Chemistry, 76, 192-196. 
Johns, C.; Macka, M.; Haddad, P.R., (2003). Enhancement of detection 
sensitivity for indirect photometric detection of anions and cations in 
capillary electrophoresis. Electrophoresis, 24, 2150-2167. 
Kato, M.; Sakai-Kato, K.; Matsumoto, N.; Toyo’oka, T. (2002). A protein-
encapsulation technique by the sol-gel method for the preparation of 
monolithic columns for capillary electrochromatography. Analytical 
Chemistry, 74, 1915-1921. 
Klampfl C.W. (2004). Review coupling of capillary electrochromatography to 
mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1044, 131-144. 
Knox J.H. (1988). Thermal effects and band spreading in capillary electro-
separation. Chromatographia, 26, 329-337. 
Kuhn, R.; Hoffstetter-Kuhn, S. (1993). Capillary Electrophoresis: Principles and 
Practise. Berlin: Springer, 375. 
Landers, J.P. (1994). Handbook of Capillary Electrophoresis, CRC Press, Boca 
Raton, FL, USA. 
Capítulo 2. Técnicas de electroseparación capilar y columnas monolíticas 
 
 87  
 
Lee, K.P.; Gopalan, A.I.; Lee, S.H.; Kim, M.S. (2006). Polyaniline and 
cyclodextrin based chiral nanobundles-functional materials having size 
and enantioselectivity. Nanotechnology ,17, 375-380. 
Li, S.F.Y. (1992). Capillary Electrophoresis, Principle, Practice and 
Applications. Elsevier, Amsterdam, Netherlands. 
Li, Y.; Chen, Y.; Xiang, R.; Ciuparu, D.; Pfefferle, L.D.; Horvath, C.; Wilkins, 
J.A. (2005). Incorporation of Single-Wall Carbon Nanotubes into an 
Organic Polymer Monolithic Stationary Phase for μ-HPLC and Capillary 
Electrochromatography. Analytical Chemistry, 77, 1398-1406. 
Liao, J.L.; Chen, N.; Ericson, C.; Hjertén, A. (1996). Preparation of continuous 
beds derivatized with one-step alkyl and sulfonate groups for capillary 
electrochromatography Analytical Chemistry, 68, 3468-3472. 
Lin, Y.W.; Huang, M.F.; Chang, H.T. (2005). Nanomaterials and chip-based 
nanoestructures for capillary electrophoretic separations of DNA. 
Electrophoresis, 26, 320-330. 
Liu, X., Takahashi, L.H.; Fitch, W.L.; Rozing, G.; Bayle, C.; Couderc, F. (2001). 
Capillary electrochromatography-laser-induced fluorescence method for 
separation and detection of dansylated dialkylamine tags in encoded 
combinatorial libraries. Journal of Chromatography A, 924, 323-329. 
Lu, H.W.; Liu, S.H.; Wang, X.L.; Qian, X.F.; Yin, J.; Zhu, Z.K. (2003). Silver 
nanocrystals by hyperbranched polyurethane-assisted photochemical 
reduction of Ag+. Materials Chemistry and Physics, 81, 104-107. 
Lu, Y.; Yu, M.; Drechsler, M.; Ballauff, M. (2007). Ag nanocomposite particles: 
preparation, characterization and application. Macromolecular Symposia, 
254, 97-102. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
88 
 
Lv, Y.; Maya Alejandro, F.; Fréchet, J.M.J.; Svec, F. (2012). Preparation of 
porous polymer monoliths featuring enhanced surface coverage with 
gold nanoparticles. Journal of Chromatography A, 1261, 121-128. 
Merthar, M.; Podgornik, A.; Žigon, M.; Štrancar, A. (2003). Methacrylate 
monoliths prepared from various hydrophobic and hydrophilic 
monomers - Structural and chromatographic characteristics. Journal of 
Separation Science, 26, 322-330. 
Moliner-Martínez, Y.; Cárdenas, S.; Simonet, B.M.; Valcárcel. M. (2009). 
Recent developments in capillary EKC based on carbon nanoparticles. 
Electrophoresis, 30, 169-175. 
Nilsson, C.; Birnbaum, S.; Nilsson, S. (2007). Use of nanoparticles in capillary 
and microchip electrochromatography. Journal of Chromatography A, 
1168, 212-224. 
Otsuka, K.; Terabe, S. (1989). Effects of pH on electrokinetic velocities in 
micellar electrokinetic chromatography. Journal of Microcolumn 
Separations, 1, 150-154. 
Palm, A., Novotny, M.V. (1997). Macroporous Polyacrylamide/Poly(ethylene 
glycol) Matrixes as Stationary Phases in Capillary 
Electrochromatography. Analytical Chemistry, 69, 4499-4507. 
Peters, E.C.; Petro, M.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (1997). The preparation of large 
diameter "molded" porous polymer monoliths and the control of pore 
structure homogeneity. Chemistry of Materials, 9, 1898-1902. 
Peters, E.C.; Petro, M.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (1998-A). Molded Rigid 
Polymer Monoliths as Separation Media for Capillary 
Capítulo 2. Técnicas de electroseparación capilar y columnas monolíticas 
 
 89  
 
Electrochromatography. 1. Fine Control of Porous Properties and 
Surface Chemistry. Analytical Chemistry, 70, 2288-2295. 
Peters, E.C.; Petro, M.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (1998-B). Molded Rigid 
Polymer Monoliths as Separation Media for Capillary 
Electrochromatography. 2. Effect of Chromatographic Conditions on the 
Separation. Analytical Chemistry, 70, 2296-2302. 
Petro M.; Svec F.; Fréchet J.M.J. (1996). Molded continuous poly(styrene-co-
divinylbenzene) rod as a separation medium for the very fast separation 
of polymers Comparison of the chromatographic properties of the 
monolithic rod with columns packed with porous and non-porous beads 
in high-performance liquid chromatography of polystyrenes Journal of 
Chromatography A, 752, 59-66. 
Rathore, A.S.; Horváth, C. (1996). Separation parameters via virtual migration 
distances in high-performance liquid chromatography, capillary zone 
electrophoresis and electrokinetic chromatography. Journal of 
Chromatography A, 743, 231-246. 
Rathore, A.S.; Horváth, C. (1998). Effect of a predetection open segment in the 
column on speed and selectivity in capillary electrochromatography. 
Analytical Chemistry, 70, 3271-3274. 
Rebscher, H.; Pyell, U. (1994). A method for the experimental-determination of 
contributions to band broadening in electrochromatography with packed 
capillaries. Chromatographia, 38, 737-743. 
Rogan, M.M.; Altria, K.D. (1993) Introduction to the Theory and Applications of 
Capillary Electrophoresis, Beckman publ. No. 726388, Fullerton, CA, 
USA. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
90 
 
Rozing, G.P.; Dermaux, A.; Sandra, P. (2001). Journal of Chromatography 
Library Series, No. 62, Elsevier Science B.V. Amsterdam, The 
Netherlands. 
Shamsi, S.A.; Miller, B.E. (2004). Capillary electrophoresis-mass spectrometry: 
recent advances to the analysis of small achiral and chiral solutes. 
Electrophoresis, 25, 3927-3961. 
Štrancar, A.; Podgornik, A.; Barut, M.; Necina, R. (2002). Advances in 
Biochemical Engineering & Biotecnology, Vol. 76: Modern Advances in 
Chromatography, Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 49-85. 
Tennikova, T.B.; Belenkii, B.G.; Svec, F. (1990). High-performance membrane 
chromatography. A novel method of protein separation. Journal of 
Liquid Chromatography & Related Technologies, 13, 63-70. 
Terabe, S. (1992). Micellar Electrokinetic Chromatography, Beckman publ. nº. 
266924, Fullerton, CA, USA. 
Terabe, S.; Otsuka, K.; Ando, T. (1989) Band broadening in electrokinetic 
chromatography with micellar solutions and open-tubular capillaries. 
Analytical Chemistry, 61, 251-260. 
Terabe, S.; Otsuka, K.; Ichikawa, K.; Tsuchiya, A.; Ando, T. (1984). 
Electrokinetic separations with micellar solutions and open-tubular 
capillaries. Analytical Chemistry, 56, 111-113. 
Tsuda, T. (1987). Electrochromatography using high applied voltage. Analytical 
Chemistry, 59, 521-523. 
Valcárcel, M.; Cárdenas, S.; Simonet, B.M.; Moliner-Martínez, Y.; Lucena, R. 
(2008). Carbon nanostructures as sorbent materials in analytical 
processes. TrAC-Trends in Analytical Chemistry, 27, 34-43. 
Capítulo 2. Técnicas de electroseparación capilar y columnas monolíticas 
 
 91  
 
Valcárcel, M.; Simonet, B.M.; Cárdenas, S.; Suárez, B. (2005). Present and 
future applications of carbon nanotubes to analytical science. Analytical 
and Bioanalytical Chemistry, 382, 1783-1790. 
Vlakh, E.G.; Tennikova, T.B. (2007). Preparation of methacrylate monoliths. 
Journal of Separation Science, 30, 2801-2813. 
Wall, W.; Li, J.; el Rassi, Z. (2002). Electrically driven microseparation methods 
for pesticides and metabolites Part VII: Capillary electrophoresis and 
electrochromatography of derivatized and underivatized phenol 
pesticidic metabolites. Preconcentration and laser induced fluorescence 
detection of dilute samples. Journal of Separation Science, 25, 1231-
1244. 
Xie, S.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (1997). Rigid porous polyacrylamide-based 
monolithic columns containing butyl methacrylate as a separation 
medium for the rapid hydrophobic interaction chromatography of 
proteins. Journal of Chromatography A, 775, 65-72. 
Xiong, X.; Li, S.F.Y. (1999). Design of background electrolytes for indirect 
photometric detections based on a model of sample zone absorption in 
capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A, 835, 169-185. 
Xu, Y.; Cao, Q.; Svec, F.; Fréchet, J.M.J. (2010). Porous Polymer Monolithic 
Column with Surface-Bound Gold Nanoparticles for the Capture and 
Separation of Cysteine-Containing Peptides. Analytical Chemistry, 82, 
3352-3358. 
Yeung, E.S. (1989). Indirect detection methods: looking for what is not there. 
Accounts of Chemical Research, 22, 125-130. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
  
 
 
92 
 
Zhang, L.; Ping, G.; Zhang, L.; Zhang, W.; Zhang, Y. (2003). Preparation and 
characterization of monolithic columns for capillary 
electrochromatography with weak electroosmotic flow. Journal of 
Separation Science, 26, 331-336. 
Zhang, Z.; Wang, Z.; Liao, Y.; Liu, H. (2006). Applications of nanomaterials in 
liquid chromatography: Opportunities for separation with high efficiency 
and selectivity. Journal of Separation Science, 29, 1872-1878. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 3 
 
Técnicas de tratamiento estadístico de 
datos 
  
 
Capítulo 3. Técnicas de tratamiento estadístico de datos 
 
 95  
 
A continuación, se explicarán las técnicas de tratamiento estadístico de los 
datos que se han empleado en esta Tesis.  
 
3.1. Análisis clasificatorio supervisado 
En el análisis clasificatorio supervisado, se construyen modelos capaces 
de pronosticar la pertenencia de un objeto a una categoría a partir de variables 
cuantitativas o de escala. La matriz de datos contiene al menos una variable 
categórica, que indica la categoría a la que pertenece cada objeto y que constituye 
la respuesta o variable que se quiere predecir, y una o más variables de escala que 
describen otras tantas características de los objetos y que se utilizan como 
predictoras. 
Para construir el modelo, es necesario disponer de una muestra de objetos 
cuya categoría sea conocida y para los que también se conozcan los valores de 
las variables predictoras. La pertenencia de los objetos a las categorías puede ser 
supuesta, esto es, puede tratarse de una hipótesis a comprobar. La asignación de 
los objetos a las categorías debe ser exhaustiva (todos los objetos pertenecen a 
alguna categoría) y mutuamente exclusiva (ningún objeto pertenece a más de una 
categoría). Estos objetos forman el conjunto de entrenamiento (training set), con 
el cual se construye el modelo de clasificación. Una vez construido, el modelo se 
utiliza para predecir la categoría de nuevos objetos a partir de la medida de las 
predictoras. La predicción sobre un conjunto de evaluación (evaluation set) 
permite validar el modelo, que luego se aplicará a predecir la categoría de las 
muestras problema. 
Se utilizan diversos tipos de técnicas clasificatorias, tales como el análisis 
discriminante, que puede ser lineal (LDA) o cuadrático (QDA) y la técnica de las 
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redes neuronales artificales (ANN). A continuación, se explicara más 
detalladamente el LDA, ya que es el que se utiliza a lo largo de esta Tesis. 
 
3.1.1. Análisis discriminante lineal 
En LDA se utiliza un algoritmo que busca funciones o vectores 
discriminantes, esto es, combinaciones lineales de las variables manifiestas que 
maximizan la varianza entre categorías, a la vez que minimizan las varianzas 
intra-categorías. Para construir el modelo, es necesario asignar los objetos del 
conjunto de entrenamiento a una categoría dada. Para ello, se añade una variable 
categórica a la matriz de datos conteniendo tantas categorías como sean 
necesarias. El LDA estima los coeficientes a1, a2, …, am de la función 
discriminante lineal, f, que es capaz de predecir la pertenencia de los objetos a 
una u otra categoría: 
mmxaxaxaf  ...2211              (E.3.1) 
Las funciones discriminantes se contruyen de una en una, buscando las 
direcciones del espacio que hacen máxima la expresión: 
I
D
SC
SC'
 
donde SCD es la suma de cuadrados de las distancias euclídeas entre los objetos 
que pertenecen a distintas categorías en la dirección que indica la función 
discriminante buscada, y SCI es la suma de los cuadrados de las distancias 
euclídeas entre los objetos que pertenecen a la misma categoría, también en la 
dirección de la función discriminante. A partir de q categorías se obtienen q-1 
funciones discriminantes (aunque si el número de variables predictoras, N, es 
menor que q, se obtendrán N-1 funciones discriminantes). Las funciones 
(E.3.2) 
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discriminantes se obtienen en orden decreciente de su valor de ’, y manteniendo 
la ortogonalidad entre ellas. 
La función ’ no está acotada, por lo que varía ampliamente con el 
número de objetos y con la separación entre ellos. Por ello, en lugar de 
maximizar ’, se suele minimizar la lambda de Wilks, que se define como: 
DI
I
W SCSC
SC
 '1
1
  
Esta función toma valores entre 0 y 1. Categorías bien resueltas 
proporcionan valores de w próximos a 0, mientras que categorías solapadas dan 
valores de w cercanos a la unidad. 
 
3.1.2. Regresión lineal 
La regresión lineal es un modelo explicativo con el que se pretende 
“explicar” el valor de P variables dependientes (variables respuesta) a partir de la 
información proporcionada por Q variables independientes (predictoras). Una 
vez definido el modelo, expresado en forma de ecuaciones algebraicas, la 
finalidad práctica será predecir futuros valores de las variables dependientes a 
partir de las independientes. 
 
3.1.2.1. Modelos univariantes 
El modelo más sencillo que puede postularse es el modelo de “regresión 
lineal simple”, con una variable dependiente y una independiente, y que se 
reduce a: 
exbby  10                (E.3.4) 
(E.3.3) 
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siendo xbby 10ˆ   la función lineal ajustada, donde b0 y b1 son los coeficientes de 
regresión muestrales. 
Sin embargo, se pueden necesitar Q variables independientes para explicar 
los datos experimentales. En este caso el modelo responde a una regresión lineal 
múltiple o MLR, que se ajusta a una ecuación de primer grado con Q variables 
independientes: 



Q
q
iiqqiiQQiii exbbexbxbxbxbby
1
03322110 ...            (E.3.5) 
que es la expresión general del modelo lineal univariante muestral, donde ei es el 
error asociado a la i-ésima observación cuando se acepta el modelo, xiq es la i-
ésima observación de la variable independiente Xq, y b0, b1, …, bQ son los Q+1 
parámetros a determinar.  
 
3.1.2.2. Modelos multivariantes 
En estos modelos se suponen, en vez de una única variable dependiente, P 
variables dependientes (P > 1). Estos modelos no plantean mayores 
inconvenientes formales que la transformación de todos los vectores del modelo 
en matrices. 
A continuación se describe el MLR, que será el modelo de regresión 
utilizado en esta Tesis. 
Una de las operaciones críticas de la MLR es la selección de variables 
predictoras que deben incluirse en el modelo. El modelo debe incluir una única 
variable predictora para representar cada una de las fuentes de varianza presentes 
en los datos que, siendo relevantes, estén además correlacionadas con la 
respuesta. Si no se tienen en cuenta todas las fuentes de varianza significativas 
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que influyen sobre la respuesta, se obtienen modelos “subajustados”, que se 
caracterizan por realizar predicciones afectadas de error sistemático. En el caso 
opuesto, el modelo tiene más parámetros que los estrictamente necesarios para 
representar todas las fuentes de varianza relevantes correlacionadas con la 
respuesta, y se dice que el modelo está “sobreajustado”. Un modelo 
sobreajustado realiza predicciones afectadas de un excesivo error. 
Un procedimiento simple de selección de variables consiste en incluir 
inicialmente en el modelo todas las variables que tengan cierta probabilidad de 
influir sobre la respuesta. Se obtienen los coeficientes de regresión y luego se 
elimina la variable asociada al más bajo. El proceso se repite hasta que todas las 
variables tienen valores no despreciables del coeficiente de regresión. Sin 
embargo, esta técnica debe de aplicarse con precaución, puesto que la presencia 
en el modelo de una variable correlacionada con otra también presente en el 
mismo reduce su coeficiente de regresión. Por ello, cuando existe un grupo de 
variables fuertemente correlacionadas, debe elegirse una única variable para 
representar al grupo. 
Por otro lado, existen los procedimientos de selección conocidos como 
“hacia delante”, “hacia atrás” y “por pasos sucesivos” (stepwise), que son mucho 
más rigurosos y racionales. Estos procedimientos suelen encontrarse 
programados en los paquetes estadísticos, y son de gran ayuda cuando se dispone 
de un gran número de variables, y cuando no es fácil asignar las variables a 
fuentes de varianza concretas. En los tres procedimientos las variables se 
introducen o se eliminan del modelo siguiendo un criterio de “entrada-salida”. 
Así, en el procedimiento “hacia delante”, se calculan las correlaciones lineales 
simples de todas las variables con la respuesta, y se elige como candidata la que 
presenta el mayor valor de r2. La variable se introduce tan sólo si satisface el 
criterio de entrada, que es el siguiente ensayo F: 
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pn
SC
SCSC
F
res

 ' exp
'
exp               (E.3.6) 
donde 'expSC  y expSC  son las sumas de cuadrados de las varianzas explicadas por 
los modelos construidos incluyendo y excluyendo respectivamente la variable 
candidata, y 'resSC  es la suma de cuadrados de la varianza residual del modelo 
construido incluyendo la variable candidata. La diferencia de sumas de cuadrados 
del numerador tiene sólo un grado de libertad, y es el aumento de varianza 
explicada por el hecho de incluir la variable estudiada. El ensayo F compara 
dicho aumento (numerador de la ecuación (E.3.6)) con la varianza residual del 
nuevo modelo (denominador), lo que permite decidir si es significativo para el 
nivel de confianza deseado. Si la primera variable ha entrado, se considera como 
siguiente candidata la variable que mayor correlación tiene con los residuos del 
modelo ya formado, esto es, la que está más correlacionada con la respuesta 
después de haber eliminado la varianza debida a la primera variable. La segunda 
variable entra en el modelo si también satisface el criterio de entrada. El proceso 
continúa con una tercera candidata, y termina cuando ya no existen variables que 
tengan una correlación parcial con la respuesta significativamente distinta de 
cero, y que satisfagan además el criterio de entrada.  
En el procedimiento “hacia atrás” se introducen en el modelo todas las 
variables, y se van eliminando de una en una. La primera candidata para ser 
eliminada es la variable que tiene la menor correlación con la respuesta, y se 
elimina si satisface el criterio F de salida, y así sucesivamente. El proceso 
termina cuando no existen en el modelo variables que satisfacen el criterio de 
salida. 
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Por último, en el procedimiento “por pasos sucesivos” las variables se 
introducen secuencialmente, igual que en el procedimiento “hacia delante”. Sin 
embargo, después de la introducción de cada nueva variable, se considera la 
posible eliminación de alguna de las variables incluidas con anterioridad. La 
eliminación puede tener lugar si existe correlación entre la nueva variable y 
alguna de las anteriores. 
Una vez obtenido el modelo, se debe de estimar la calidad del ajuste. Ésta 
puede estimarse en función del coeficiente de determinación múltiple, R2, y 
también mediante la suma de cuadrados de los residuos. Sin embargo, si la suma 
de cuadrados se calcula exclusivamente considerando los objetos del conjunto de 
calibración, puede ofrecer una visión excesivamente optimista sobre la capacidad 
del modelo para predecir con exactitud objetos nuevos, no incluidos en dicho 
conjunto. Es por ello que se utilizan técnicas de validación cruzada, siendo la 
más habitual la del objeto excluido (leave-one-out), en la que el modelo se 
construye excluyendo previamente uno de los objetos, y luego se utiliza para 
predecirlo. Repitiendo el proceso para todos los objetos se obtienen n residuos, 
( *ˆii yy  ), donde yi es el valor esperado para el objeto i excluido, y *ˆiy es el valor 
predicho; el asterisco indica que el modelo utilizado para realizar la predicción ha 
sido construido excluyendo ese objeto. La capacidad predictiva se estima a partir 
de la suma de cuadrados de los residuos obtenidos para los objetos excluidos 
cada vez, o suma de cuadrados de los errores de predicción: 
2* )ˆ(  iirp yySC                (E.3.7) 
El mejor modelo es el que da un valor más bajo de estos parámetros y a la 
vez contiene el menor número posible de predictoras. 
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Otro modo de evaluar la capacidad predictiva de un modelo consiste en el 
empleo de un conjunto de evaluación, el cual permite determinar el porcentaje de 
objetos correctamente predichos. 
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ABSTRACT: A method for the determination of sugars in several fruit juices 
and nectars by capillary zone electrophoresis with indirect UV-Vis detection has 
been developed. Under optimal conditions, commercial fruit juices and nectars 
from several fruits were analyzed, and the sugar and cyclamate contents were 
quantified in less than 6 min. A study for the detection of blends of high-value 
juices (orange and pineapple) with cheaper alternatives was also developed. For 
this purpose, different chemometric techniques, based on sugar content ratios, 
were applied. Linear discriminant analysis showed that fruit juices can be 
distinguished according to the fruit type, being juice blends also differentiated. 
Multiple linear regression models were also constructed to predict the 
adulteration of orange and pineapple juices with grape juice. This simple and 
reliable methodology provides a rapid analysis of fruit juices of economic 
importance, which is relevant for quality control purposes in food industries and 
regulatory agencies. 
 
KEYWORDS: Fruit juice; Fruit nectar; Indirect CZE; Sugar; Linear 
discriminant analysis; Multiple linear regression; Fruit juice blends. 
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4.1. Introduction 
The fruit juice industry is one of the fastest growing sectors of the 
worldwide beverage industry. Fruit juices and nectars, which are widely 
consumed, are important part of the human diet, and have become very popular 
due to their many reported health benefits (essential vitamin and mineral content, 
aid in the prevention of cancer, aid digestion, anti-inflammatory properties, 
increase bone strength, etc) (Jandric, 2014). The economic value of fruit juices 
makes the product disposed to adulteration, which has a negative impact not only 
on the consumer, which expect that manufacturers and retailers provide authentic 
fruit juices, but also on the industry, where quality authentic products have to 
compete with less expensive adulterated products, having also the responsibility 
to comply with labeling legislation (Stander, 2013). These factors have 
underlined the need for reliable techniques that can authenticate the purity of 
fruit juices. 
The most common fruit juice adulteration practices are dilution with water 
and addition of sugars, addition of fruit-derived extenders such as pulp wash, or 
blending with cheaper fruit juices (Jandric, 2014; Saavedra, 2000; Ashurst, 2005; 
Muntean, 2010; Simpkins, 1995), although other compounds, such as 
flavourings, colours, artificial sweeteners, stabilisers and preservatives can be 
also added (Saavedra, 2000; Fügel, 2005). 
Within fruit juices, the pineapple and orange ones are the most popular 
juices globally consumed, which made them likely targets for adulteration and 
fraud. For instance, grape has been reported as being fraudulently added to 
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pineapple and orange juices (Jandric, 2014; Stander, 2013; Simpkins, 1995; 
Fügel, 2005), among others. 
The most frequently methods used to detect fruit juice adulteration are 
based on the profiling and quantification of a number of compounds that may be 
from one chemical family or from different families (Jandric, 2014), such as 
organic acids (Saavedra, 2000; Ehling, 2011; Saavedra, 2001), phenolic 
compounds (Stander, 2013; Obón, 2011; Díaz-García, 2013), amino acids 
(Gómez-Ariza, 2005), anthocyanins and pigments (Obón, 2011) and 
carbohydrates (Stander, 2013; Muntean, 2010; Yoon, 1997). For example, sugar 
addition is tested by quantifying the sucrose (Suc), glucose (Glu) and fructose 
(Fru) levels in the juice. The relative concentration of sugars falls within well-
established concentration ranges in different types of fruit (AIJN, 2010). Thus, 
the knowledge of the qualitative and quantitative distribution of sugars in fruit 
juices is important not only for establishing the authenticity but also for assessing 
the quality and checking the possible microbiological alteration during storage 
(Muntean, 2010; Martínez Montero, 2004); moreover, and since sugars have also 
an effect on the sensory properties and nutritional values of juices, careful has to 
be taken for diabetic patients (Kelly, 2005; Karadeniz, 2002). 
Different techniques have been employed for carbohydrate determination, 
mainly high performance liquid chromatography (HPLC) and gas 
chromatography (GC) (Gómez-Ariza, 2005; Yoon, 1997; Pérez, 1997; Blanco-
Gomis, 2000; Chinnici, 2005; Pereira, 2010; Morvai, 1991; Adams, 1999). 
However, other techniques, such as capillary electrophoresis (CE), have been 
also described (Soga, 1999; Soga, 2000; Soga, 2001; Cebolla-Cornejo, 2012). CE 
has proved to be a good choice for the determination of samples in aqueous 
media, since usually no more than a simple dilution of samples is needed. 
Moreover, this technique offers several advantages (Hernández-Borges, 2009) in 
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the determination of sugars in food samples over the HPLC and GC 
methodologies. It can be performed using small sample quantities, low reagent 
consumption, separation times are considerably low and offers good 
repeatabilities. Since carbohydrates lack both a charge and a strong UV 
chromophore, the use of indirect absorbance detection offers an alternative 
means of detection without the need of any derivatization step. For this purpose, 
a suitable background electrolyte (BGE) is added, being CE separation 
performed at pH > 12, where the hydroxyl groups of carbohydrates are ionized 
(Soga, 1999; Soga, 2000; Soga, 2001; Cebolla-Cornejo, 2012; Klampfl, 1997; 
Doble, 1999). 
In this work, an indirect capillary zone electrophoresis (CZE) method for 
the determination of sugars in several fruit juices and nectars was developed. The 
separation of carbohydrates was optimized in terms of an anionic chromophore 
(2,6-pyridine dicarboxylic acid, PDC) content in the BGE and in other CZE 
parameters. The carbohydrate and sodium cyclamate (Cyc, sweetener found in 
some nectars) content present in different fruit juices and nectars was obtained. 
Using sugar concentration ratios as predictors, a linear discriminant analysis 
(LDA) model was constructed to classify juices according to the type of fruit 
employed. Also, data treatment by multiple linear regression (MLR) was used to 
detect and quantify blends of pineapple and orange juices with grape juice. 
 
4.2. Material and methods 
4.2.1. Chemicals and samples 
The following analytical grade reagents were used: sodium hydroxide 
(NaOH), D-fructose 1,6-biphosphate trisodium salt (internal standard, IS), 2,6-
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pyridine dicarboxylic acid (PDC) and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Deionized water (Barnstead deionizer, Sybron, 
Boston, MA) was also used. The analytical standards were: sodium cyclamate 
(Cyc), glucose (Glu), fructose (Fru), sucrose (Suc) and sorbitol (Sor) (Sigma-
Aldrich). Individual stock solutions of Cyc (0.3 g L-1) and sugars (10 g L-1) were 
prepared in water. The fruit juices and nectars employed in this study and their 
commercial brands are shown in Table 4.1.  
Table 4.1. Sample, commercial brand, content and sample code of the juices 
and nectars employed in this study. 
Sample Brand Content Sample Code 
Apple 
Juice 
Aliada Apple juice from concentrate A1 
Hipercor Apple juice A2 
Lambda Organic apple juice from concentrate A3 
Homemade Squeezed apple juice A4 
Tropicana Apple juice 100%, ascorbic acid A5 
Auchan Apple juice A6 
Consum Apple juice from concentrate with vitamin C A7 
Vitafit Apple juice from concentrate A8 
Grape 
Juice 
Don Simon 100% pure grape juice made from muscat grapes G1 
Must Don 
Simon 
Juice from concentrate grape juice and 
citric acid G2 
Must Greip Grape juice from concentrate, acid citric G3 
Capel Grape juice from concentrate, water, CO2, citric acid, ascorbic acid 
G4 
Lambda Juice and pulp of organic grape G5 
Consum Red grape juice, water, citric acid, ascorbic acid G6 
Casón 
Histórico White grape juice from concentrate G7 
Casón 
Histórico Black grape juice from concentrate G8 
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Table 4.1. Cont. 
Sample Brand Content Sample Code 
Mandarin 
Juice 
Don Simon 100% pure mandarin juice, no pulp, rich in vitamin C M1 
Aliada 100% squeezed tangerine juice M2 
Auchan Mandarin juice M3 
Hacendado 100% squeezed mandarin juice M4 
Seleqtia (Eroski) 100% squeezed mandarin juice M5 
Carrefour 100% squeezed mandarin juice M6 
Consum 100% squeezed mandarin juice M7 
El corte inglés 100% pure squeezed mandarin juice M8 
Pineapple 
Nectar 
Granini 
Pineapple juice (Smooth Cayenne) 
from concentrate (50%), water, sugar, 
citric acid, pectin, vitamin C 
PN1 
Zumosol, Pascual 
Pineapple juice (50%) from 
concentrate, water, sugar, citric acid, 
vitamin C, pectin 
PN2 
Granini 
Pineapple juice (Golden) from 
concentrate (50%), water, sugar, citric 
acid, pectin, vitamin C 
PN3 
Juver 
Pineapple juice (50%) from 
concentrate, water, citric acid, 
ascorbic acid, sucralose, acesulfame-
k, natural aroma 
PN4 
Auchan 
Water, pineapple juice from 
concentrate (50%), glucose-fructose 
syrup, sugar, lemon juice from 
concentrate, pectin, ascorbic acid, 
natural aroma 
PN5 
Kasfruit 
Pineapple juice from concentrate 
(50%), water, citric acid, pectin, 
vitamin C and E, cyclamate and 
saccharin 
PN6 
Multifruit 
juices 
Don Simón Pineapple (55%) and grape (45%) juices from concentrates B1 
Zumosol Pineapple (75%) and grape (25%) juices from concentrates B2 
Don Simón Orange (70%) and grape (30%) juices from concentrates B3 
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To evaluate the possibility of detecting blends of fruit juices, binary 
mixtures containing different percentages of pineapple-grape and orange-grape 
juices were prepared. To improve the robustness of the MLR models, the 
mixtures were prepared using all the available fruit juices, which were randomly 
selected and mixed. For instance, for the pineapple-grape mixture, a total of 28 
mixtures, 4 for each different percentage, which were comprised between 0 and 
100% pineapple, were performed. One more set of 28 mixtures containing the 
same percentages of orange juice was also prepared for the orange-grape mixture. 
Thus, a total of 56 mixtures were obtained.  
 
4.2.2. Instrumentation and procedures 
An HP3D CE system (Agilent, Waldbronn, Germany) provided with a 
diode array spectrophotometric detector and uncoated fused-silica capillaries 
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) of 48.5 cm length (40 cm effective 
length) × 50 μm id (375 μm o.d.) were used. New capillaries were successively 
flushed with 1 and 0.1M NaOH and water at 60 ºC for 10 min each. Between 
runs, the capillary was flushed with the BGE for 4 min. The CZE optimal 
parameters employed in this study are summarized in Table 4.2. Data acquisition 
was performed with ChemStation Software (Rev.A.10.01, Agilent). Statistical 
data treatment was performed using SPSS (v. 15.0, Statistical Package for the 
Social Sciences, Chicago, IL). 
Table 4.2. CZE optimal parameters employed in this study. 
Sample injection 50 mbar x 6s 
Separation voltage 25 kV 
Temperature 15 ºC 
BGE composition 10 mM PDC + 0.5 mM CTAB at pH 12.1 
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4.2.3. Sample preparation 
Fruit juice and nectar samples, previously refrigerated at 5 ºC, were 
centrifuged at 10000 rpm for 10 min. The supernatant was properly diluted with 
water, and for quantification purposes, the IS at 250 mg L-1 was also added. All 
samples were injected three times.  
 
4.3. Results and discussion 
4.3.1. Optimization of separation conditions 
In order to optimize sugar and Cyc separation, a test mixture containing 
the standards and the IS described in the Reagents and Samples section was used. 
The initial BGE composition and separation conditions were adapted from the 
literature (Soga, 1998). Thus, a BGE containing 20 mM PDC and 0.5 mM CTAB 
at pH 12.1 (at -25 kV and 20 ºC) was initially tested in this study. Under these 
conditions (see Figure 4.1A), the Fru/Glu peak pair (peaks labelled as 2 and 3) 
was not baseline resolved and a significant disturbance between Suc and Sor 
(peaks labelled as 4 and 5) was evidenced. Moreover, a relatively high signal-to-
noise ratio was also observed. Thus, in order to improve sensitivity, peak 
efficiency and resolution, the effect of PDC concentration in the BGE was first 
investigated. With a constant concentration of 0.5 mM CTAB in the BGE, the 
PDC concentration was varied between 5 and 20 mM (see Figure 4.1). Analysis 
time decreased when the PDC content was reduced due to an increase in EOF; 
however, when a 5 mM PDC (Figure 4.1D) was used, sensitivity was lower than 
that obtained with 10 mM (Figure 4.1C). Thus, this concentration was chosen as 
the best compromise between sensitivity, resolution and analysis time. 
Chapter 4. Sugar analysis by CZE with indirect UV detection  
 
 
115 
 
0 2 4 6 8 10
Time (min)
U
V
 s
ig
na
l (
m
A
U
)
D
C
B
A
IS
IS
IS
IS
1 2
3
4
5
1 2
3
4 5
1
2
3
4 5
1
2
3
4 5
 
Figure 4.1. Influence of PDC content on the separation of analyte standards 
using a 20 mM (A), 15 mM (B), 10 mM (C) and 5 mM (D) PDC content on 
a BGE composed of 0.5 mM CTAB at pH 12.1. CZE conditions: 
Hydrodynamic injection, 50 mbar for 6 s; separation voltage, -25 kV at 
20°C; indirect detection, 575 nm (214 nm as reference). Peak identification: 
IS; 1, Cyc; 2, Fru; 3, Glu; 4, Suc and 5, Sor. 
Next, the effect of temperature was studied. For this purpose, temperature 
was varied between 10 and 25 ºC (see Figure 4.2). As it can be observed, 
analysis time decreased with increasing temperature due to a decrease in the 
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buffer viscosity; however, a progressive loss in the resolution of Suc/Sor peak 
pair (peaks labelled as 4 and 5) was also evidenced. Thus, a temperature of 15 ºC 
was selected as the best compromise between analysis time and peak resolution.  
0 2 4 6 7
Time (min)
U
V
 s
ig
na
l (
m
A
U
)
B
IS
1
2
3
4 5
3 51
3
C
IS
1
2
4 5
IS
1
2
3
4 5
A
 
Figure 4.2. Influence of temperature on the separation of analyte standards 
using 10 ºC (A), 15 ºC (B) and 25 ºC (C). CZE conditions: BGE composed 
of 10 mM PDC and 0.5 mM CTAB at pH 12.1. Other conditions as in 
Figure 4.1.  
After selection of the optimal temperature, the applied voltage for analyte 
separation was next optimized. For this purpose, different applied voltages, 
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ranging from -15 to -30 kV, were applied. The separation voltage directly 
regulates migration time, also affecting peak resolution. When the applied 
voltage was lower than -25 kV, peak resolution decreased, while at a voltage of -
30 kV, where resolution increased, a loss in peak efficiency (peak broadening) 
was evidenced (data not shown). Thus, as a compromise between peak resolution 
and efficiency, a voltage of -25 kV was selected for further studies.  
On the other hand, hydrodynamic injection was selected since more 
reproducible results were obtained when compared to electrokinetic injection. 
Injection time was varied between 2 and 10 s. Sensitivity increased when 
injection time was increased. However, more than 6 s resulted in no separation of 
Suc and Sor peaks. Consequently, an injection time of 6 s was selected as the 
optimum value. 
Thus, the optimal separation conditions were: BGE containing 10 mM 
PDC and 0.5 mM CTAB at pH 12.1, separation -25 kV at 15 ºC, injection of 50 
mbar x 6 s. Under these conditions, the analyte standards were separated and 
quantified in less than 6 min with good resolutions (see Figure 4.2B). 
 
4.3.2. Performance characteristics of the CZE method 
In order to significantly reduce the imprecision related with injection and 
ensure better reproducibility, the use of an IS in quantitative analysis is generally 
preferred (Altria, 2002). Precision was determined by studying the intra- and 
interday repeatabilities of migration times and peak areas (analyte area/IS area) 
obtained by injecting the same 200 µg mL-1 solution for all analytes 6 times per 
day during 3 days (see Table 4.3). In all cases, the relative standard deviation 
(RSD) values were lower than 1.42 and 2.45% for migration times and peak 
areas, respectively.  
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External calibration curves of peak areas were constructed using the IS by 
injecting six standard solutions between 100 and 10000 µg mL-1 for Glu, Fru, 
Suc and Sor, and between 50 and 500 µg mL-1 for Cyc. Straight lines with r2 > 
0.992 were obtained. The limits of detection (LOD) and limits of quantification 
(LOQ) were estimated for signal-to-noise ratios of 3 and 10, respectively. As 
observed in Table 4.3, LODs and LOQs ranged from 11.6 to 18.1 µg mL−1 and 
from 38.3 to 59.7 µg mL−1, respectively. These values were comparable with 
those obtained by the CE methods with indirect photometric detection (Soga, 
2000; Roselló, 2002; Oliveira Fernandes, 2013; Vaher, 2011). 
Peak identification was performed by comparing migration times with 
those of the standards, and when necessary also by spiking the samples with the 
standards. Additionally, standard addition calibration curves were obtained by 
adding to the extracts at least four solutions with increasing concentrations up to 
200 and 5000 µg mL-1 for Cyc and sugars, respectively. The curves were linear 
with r2 > 0.992, and in all cases the slope of calibration curve did not differ 
significantly from that obtained with the external calibration method. From these 
results, it can be concluded that no matrix effect was observed in the 
determination of these analytes in the fruit juices and nectars analyzed. Thus, 
external calibration curves were employed for analyte quantification in all 
analyzed samples. 
 
4.3.3. Quantification of sugars and Cyc in fruit juices and nectars 
Under the optimized conditions, all the fruit juices and nectars included in 
Table 4.1 were subjected to CZE analysis. Figure 4.3 shows representative CZE 
electropherograms of an apple (A), grape (B), orange juices (C) and orange 
nectar (D). A summary of the contents found (expressed as minimum and 
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maximum values in g L-1) for the analyzed fruit juices and nectars is presented in 
Table 4.4. Some variability in the sugar levels can be observed among the 
analyzed samples, which was in accordance with previous studies (Fügel, 2005; 
Pilando, 1992). Factors such as variety, climate and origin, maturity, processing 
practices and storage, among others, can affect the sugar composition of juices. 
Apart from the sugar contents, the Fru/Glu ratio was also given in fruit juices. 
This ratio is a useful index for the evaluation of the product quality and 
authenticity in fruit juices (Stander, 2013; AIJN, 2010). 
The Fru content in apple juices is typically two to three times higher than 
the Glu content (Muntean, 2010; AIJN, 2010). Thus, the Glu levels should vary 
between 15 and 35 g L-1, giving Glu/Fru ratios ranged within 0.3-0.5 (AIJN, 
2010). All apple juices analyzed (A1-A8) followed the reference guidelines of 
the Association of the Industry of Juices and Nectars (AIJN) (AIJN, 2010). Sor 
was also used as an indicator of fruit juice authenticity, since its concentration 
differs over a large range between different fruits. For instance, large Sor levels 
are found in pears (10-25 g L-1) and in apples (2.5-7 g L-1), while no Sor or only 
low traces are found in grape and citrus fruits (Dietrich, 2007). Thus, the 
appearance of Sor in samples not obtained from pear or apple could be a good 
marker of juice adulteration. On the other hand, grape juice did not contain any 
Suc, and the concentration range for Fru and Glu should be 60-110 g L-1 (AIJN, 
2010). In our case, all fruit grape juices investigated (G1-G8) fell within this 
range. The Glu/Fru ratio in orange and mandarin juices is always less than 1, 
following all orange (O1-O8) and mandarin (M1-M8) juices the AIJN 
recommendations. The levels of Fru and Glu in pineapple juice should be ranged 
between 15-40 g L-1, whereas the concentration of Suc was within 25-80 g L-1. A 
Fru/Glu ratio comprised between 0.8-1.25 is commonly used as a good index of 
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authenticity (AIJN, 2010). The pineapple juice samples (P1-P8) were in 
accordance with the AIJN criteria. 
The determination of sugar composition in nectars was also performed 
(see Table 4.4). The contents of Fru and Glu were lower than those obtained 
with the orange and pineapple juices, which could be attributed to the addition of 
water to “fruit concentrate”. According to the directive 2012/12/EU (Directive 
2012/12/EU), fruit nectars are a fermentable but unfermented product obtained 
by adding water and sugars and/or honey to the fruit juices, fruit juices from 
concentrate, concentrated fruit juices, or fruit purée or to a mixture of those 
products. The addition of sugars and/or honey is permitted up to 20% of the total 
weight of the finished product. Moreover, in most cases, the Suc content was 
higher than those found in authentic fruit juices (for samples ON3, ON4 and 
PN1, PN2 and PN3), whereas in a few cases, low contents of Suc were found 
(samples ON1-2). The presence of these large contents of Suc suggested that this 
sugar has been added in these samples. 
Additionally, artificial sweeteners are allowed in nectars sold for dietetic 
purposes. The EU permitted cyclamates (Cyc) (E952, cyclamic acids and its 
sodium and calcium salts) as sweeterns for a variety of food products, with a 
maximum acceptable level in fruit nectars of 250 mg L-1 (Directive 2012/12/EU), 
whereas for Codex GSFA is established in 400 mg kg-1 (Codex STAN 192-
1995). From the 6 orange nectars analyzed, only two samples (ON1 and ON5) 
contained Cyc (being consistent with that declared in their labels), but only one 
sample (ON1) exceeded slightly the maximum levels allowed.  
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Figure 4.3. Representative electropherograms of apple juice (A), grape juice 
(B), orange juice (C) and orange nectar (D). CZE conditions: BGE 
composed of 10 mM PDC and 0.5 mM CTAB at pH 12.1; hydrodynamic 
injection, 50 mbar for 6 s; separation voltage, -25 kV at 15°C;. Other 
conditions as in Figure 4.1. 
At the sight of the differences observed in sugar concentrations, the 
possibility of using these contents to distinguish fruit juices was considered. For 
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this purpose, a graph of Fru/Glu versus Suc/total sugars was first tried. As shown 
in Figure 4.4, this plot was not able to discriminate between citrus (orange and 
mandarin) and pineapple juices. Thus, in order to discriminate between juices 
obtained from different fruits, the construction of an LDA model was next 
considered.  
Table 4.4. Sugar and Cyc contents (expressed as g L-1), and Glu/Fru ratio of 
the juices and nectars used in this study. 
Fruit type Cyc Fru Glu Suc Sor Glu/Fru ratio 
Apple - 60.2 - 81.0 17.9 - 35.3 7.2 - 24.1 4.1 - 7.2 0.27 - 0.44 
Grape - 81.1 -108.9 75.4 - 104.0 - - 1.02 - 1.07 
Mandarin - 29.5 - 40.1 22.5 - 32.8 45.6 - 53.7 - 0.7 - 0.8 
Orange - 22.0 - 31.5 18.6 - 31.5 22.5 - 49.7 - 0.84 - 0.98 
Pineapple - 23.3 - 35.4 21.1 - 32.9 39.2 - 80.1 - 0.93 - 0.96 
Orange 0 - 0.42 11.2 - 16.0 2.7 - 8.4 7.7 - 68.5 - - 
Pineapple - 14.9 - 25.1 12.5 - 17.4 66.6 - 96.7 - - 
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Figure 4.4. Graph of Fru/Glu versus Suc/total sugars of the studied fruit 
juices. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
 
 
 
124 
 
4.3.4. Classification of juices obtained from different fruits by LDA: 
Evaluation of the possibility of detecting juice blends 
LDA, a supervised classificatory technique, is widely recognized as an 
excellent tool to obtain vectors showing the maximal resolution between a set of 
previously defined categories. In LDA, vectors minimizing the Wilks’ lambda, 
λw, are obtained (Vandeginste, 1998). This parameter is calculated as the sum of 
squares of the distances between points belonging to the same category divided 
by the total sum of squares. Values of λw approaching zero are obtained with 
well-resolved categories, whereas overlapped categories made λw approach one. 
Up to N-1 discriminant vectors are constructed by LDA, with N being the lowest 
value for either the number of predictors or the number of categories. The 
selection of the predictors to be included in the LDA models was performed 
using the SPSS stepwise algorithm. According to this algorithm, a predictor is 
selected when the reduction of λw produced after its inclusion in the model 
exceeds Fin, the entrance threshold of a test of comparison of variances or F test. 
However, the entrance of a new predictor modifies the significance of those 
predictors that are already present in the model. For this reason, after the 
inclusion of a new predictor, a rejection threshold, Fout, is used to decide if one of 
the other predictors should be removed from the model. The process terminates 
when there are no predictors entering or being eliminated from the model. The 
default probability values of Fin and Fout, 0.05 and 0.10, respectively, were 
adopted. 
 Thus, for LDA, a data matrix was constructed using the concentration 
values of Table 4.4, divided by pairs, as original variables, in order to minimize 
the differences arising from the sugar concentrations found in the fruit juices 
considered in this study. This matrix contained 40 objects which corresponded to 
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all the fruit juices of Table 4.1, and 6 predictors, which were obtained by 
dividing each analyte concentration (Fru, Glu, Suc and Sor) by each one of the 
concentration of the other analytes, taking into account that any pair of 
concentrations should be considered only once. A response column, containing 
the categories corresponding to the 5 fruit types, was added to this matrix. This 
matrix was divided in two groups of objects to constitute the training and 
evaluation sets. The training set was composed by 30 objects (6 juices x 5 fruit 
types), while the evaluation set was constituted by the remaining samples (10 
objects).  
When the LDA model was constructed, an excellent resolution between all 
the category pairs was achieved (Figure 4.5, λw < 0.01). The variables selected 
by the SPSS stepwise algorithm, and the corresponding standardized coefficients 
of the model, showing the predictors with large discriminant capabilities, are 
given in Table 4.5. According to this table, the main concentration ratios selected 
by the algorithm to construct the LDA model corresponded to Suc/Fru and 
Suc/Glu. Using this model and leave-one-out validation, all the objects of the 
training set were correctly classified. On the other hand, the prediction capability 
of the model was evaluated using the evaluation set. In this case, all the objects 
(represented with a cross symbol in Figure 4.5) were correctly assigned within a 
95% probability level.  
The possibility of detecting fruit juice blends by LDA was also evaluated. 
For this purpose, different fruit juice mixtures (pineapple-grape and orange-
grape), with a 50% content of each juice, were used to check if the model is able 
to assigned them to a category, or if in contrast, the model is not able to assigned 
them, which will demonstrate that those samples are juice blends. As it can be 
observed in Figure 4.5, pineapple-grape and orange-grape mixtures were 
overlapped. However, in any case, any sample was assigned to any given 
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category. Thus, it is demonstrated that the model is able to discriminate pure fruit 
juices from mixtures of them. 
Table 4.5. Predictors selected and corresponding standardized coefficients 
of the LDA model constructed to discriminate between juices obtained from 
different fruits. 
Predictorsa f1 f2 f3 f4 
Glu/Fru 3.17 -0.29 0.34 0.82 
Suc/Fru -4.61 1.34 -2.28 -0.89 
Sor/Fru -1.10 -0.39 -0.37 0.53 
Suc/Glu 4.74 -0.34 2.68 1.28 
Sor/Suc 2.44 -0.01 0.68 1.03 
 
          a Sugar concentration ratios. 
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Figure 4.5. Score plot on an oblique plane of the three-dimensional space 
defined by the three first discriminant functions of the LDA model 
constructed to discriminate between juices obtained from different fruits. 
Evaluation set samples and fruit juice blends at a 50% level of each juice are 
labeled as indicated in figure legend. 
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4.3.5. MLR model construction to predict blends of fruit juices 
Finally, to evaluate the possibility of detecting different percentages of 
fruit juices in binary mixtures, two MLR models, for pineapple-grape and 
orange-grape, were constructed. To select the predictors used in the construction 
of MLR models, the SPSS stepwise algorithm, with the default probability values 
of Fin and Fout, 0.05 and 0.10, respectively, was adopted. For MLR studies, 
calibration and external validation sets were constructed, one for each pair of 
fruit juices. The calibration matrices contained 21 objects (3 mixtures x 7 
percentage levels), while the 7 remaining mixtures were used as external 
validation set. These matrices contained also the 6 predictors, and a response 
column with the pineapple or orange percentage. A plot showing the predicted 
versus the nominal fruit juice percentages for the two types of binary mixtures is 
shown in Figure 4.6. The predictors selected and their corresponding non-
standardized model coefficients are given in Table 4.6. The regression 
coefficients and the average prediction errors (calculated as the sum of the 
absolute differences between expected and predicted fruit juice percentages 
divided by the number of predictions). For both models, and using leave-one-out 
validation, the average prediction errors were lower than 4.0%. On the other 
hand, when the models were applied to the validation sets, an excellent 
prediction capability was observed (Figure 4.6 red cross symbols), being the 
average validation errors below 5.2%. The LODs (calculated as three times the 
standard deviation at 5% grape juice) are also given in Table 4.6. In both blends 
juices, these values were below 4.7%, which may be considered as a reasonable 
limit to discern between intentional addition and possible contamination because 
the same processing equipment was used for different juices. However, better 
LODs were found in the literature1 using a metabolomics approach (with UPLC-
QToF MS), which represented a high cost methodology (need of specialized 
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ultra-high pressure and MS systems). Finally, the commercially available 
mixtures of fruit juices were used to check if the model was able to correctly 
predict the percentages stated in product labels. In all cases, the percentages 
found were consistent with the values indicated in the label, which clearly proved 
the usefulness of the MLR models constructed.  
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Figure 4.6. Predicted (MLR) versus nominal fruit juice percentages for (A) 
pineapple-grape and (B) orange-grape binary mixtures. External validation 
set samples are labelled with a cross symbol. The straight line is y = x. 
In summary, a fast, simple and reliable CZE method with indirect UV 
detection to determine sugars commonly present in several fruit juices and 
nectars has been established. The combination of CZE analysis with different 
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chemometric tools (LDA and MLR) provides a simple way to classify juices 
from different fruits as well as to quantify different juice blends. Therefore, the 
present methodology provides an effective tool for quality control purposes in the 
juice industry and regulatory agencies. 
Table 4.6. Predictors selected and their corresponding non-standarized 
model coefficients (Coef.), linear regression coefficients (R2) and average 
prediction errors (Av. pred. error) obtained for the MLR models constructed 
to predict binary mixtures of fruit juices. 
Binary mixture Predictor Coef. R2 Av. pred. error (%) LOD (%) 
Pineapple-grape 
Constant 278.42 0.990 3.8 4.7 
Suc/Fru -490.50    
Suc/Glu 413.09    
Glu/Fru -179.11    
Orange-grape 
Constant -285.15 0.997 3.2 3.7 
Glu/Fru 360.60    
Suc/Fru -938.29    
Suc/Glu 875.33    
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ABSTRACT: An enhanced method for the determination of organic acids in 
several fruit juices by capillary zone electrophoresis (CZE) with direct UV-Vis 
detection has been developed in this work. First, a study with simulated real juice 
samples was done to find the best separation conditions. Next, several 
commercial fruit juices were analyzed, and the organic acid contents were 
quantified in less than 12 min using a poly(vinyl alcohol)-coated fused-silica 
‘bubble cell’ capillary. The present method is reliable, fast and provides detection 
limits comprised between 0.1 and 2.5 µg mL-1. Moreover, different chemometric 
techniques, based on CZE data, were examined. Linear discriminant analysis 
allowed the differentiation of fruit juices according to the fruit type, whereas 
multiple linear regression models predicted the percentages of orange and 
pineapple juices in binary blends with grape. Thus, the present methodology is of 
utmost interest for routine and quality control purposes in food industries. 
 
KEYWORDS: Fruit juice; CZE; Organic acid; Quality control; Linear 
discriminant analysis; Multiple linear regression. 
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5.1. Introduction 
The fruit juice industry is one of the fastest growing sectors of the 
worldwide beverage industry. Fruit juices, which are widely consumed, are an 
important part of the human diet, and have become very popular due to their 
many reported health benefits (essential vitamin and mineral content, aid in the 
prevention of cancer, aid digestion, anti-inflammatory properties, increase bone 
strength, etc) (Jandric, 2014). The economic value of fruit juices makes the 
product disposed to adulteration, which has a negative impact not only on the 
consumer, which expect that manufacturers and retailers provide authentic fruit 
juices, but also on the industry, where quality authentic products have to compete 
with less expensive adulterated products, having also the responsibility to comply 
with labeling legislation (Stander, 2013). In fact, the fruit juice industry Code of 
Practice published by the AIJN (Association of the industry of juices and nectars 
from fruits and vegetables) has provided guidelines for general fruit authenticity 
and quality criteria (AIJN, 2010). 
To date, the most frequently methods used to detect fruit juice adulteration 
are based on the profiling and quantification of a number of compounds that may 
be from one chemical family or from different families (Jandric, 2014), such as 
carbohydrates (Kelebek, 2009; Muntean, 2010; Stander 2013), phenolic 
compounds (Díaz-García, 2013; Kelebek, 2009; Obón, 2011; Stander, 2013), 
amino acids (Gómez-Ariza, 2005; Simó, 2005; Tezcan, 2013), anthocyanins and 
pigments (Obón, 2011) and organic acids (Ehling, 2011; Kelebek, 2009; Mato, 
2006; Saavedra, 2000; Saavedra, 2001; Scherer, 2012; Tezcan, 2009), among 
others.  
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Separation, identification and quantification of the major organic acids 
present in a fruit juice is of considerable importance, since their presence and 
relative ratio can affect the chemical and organoleptic characteristics of the juice 
(e.g., pH, total acidity, global acceptability) (Chinnici, 2005), providing also 
useful information not only about its authenticity, but also about microbiological 
alterations that may have occurred previously (Cunha, 2002).  
 Fruit juices have distinct organic acid profiles that can be used as 
fingerprints for establishing authenticity (Cordella, 2002; Ehling, 2011; 
Kvasnicka, 2005; Saavedra, 2000; Shui, 2002). Tartaric acid is usually 
considered an indicator of grape juice addition to more expensive juices (AIJN, 
2010; Ehling, 2011; Saavedra, 2000). Isocitric acid, which is present at much 
lower concentrations than other organic acids, is also too expensive to be added 
with adulteration purposes (Sadecka, 2001). Thus, it could be used to evaluate 
authenticity and quality of citrus juices (Jezek, 2001; Kvasnicka, 2002). 
According to the AIJN (AIJN, 2010), in reconstituted orange juice of 11.2º Brix 
the content of isocitric acid is between 65 and 200 μg mL-1. The ratio of citric 
acid to isocitric acid has also been used to establish a chemical profile of 
authentic fruit juices. For example, the adulteration of orange concentrate or juice 
by addition of sugars, citric acid and water can be detected from this ratio, which 
is usually lower than 130 in authentic orange juice (AIJN, 2010). 
Different techniques have been employed for organic acid determination 
in fruit juices, mainly enzymatic (Stój, 2006) and chromatographic (Chinnici, 
2005; Cunha, 2002; Ehling, 2011; Kelebek, 2009; Scherer, 2012; Shui, 2002) 
methods. However, enzymatic analysis require specific kits for each organic acid, 
they are time-consuming and use large amounts of reagents, which make them 
expensive. On the other hand, chromatographic methods, such as traditional 
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HPLC, usually require purification techniques to eliminate matrix interferences 
(e.g. sugars or phenolic compounds), which has a negative influence on the 
simplicity and quickness of the method, especially for routine quality control 
analysis. Then, other techniques, such as capillary electrophoresis (CE), have 
been also described (Jezek, 2001; Mato, 2006; Saavedra, 2000; Sadecka, 2001). 
CE has proved to be a good choice for the determination of samples in aqueous 
media, since usually no more than a simple dilution of samples is needed. This 
technique has been used by Saavedra et al. (2000) for the direct measurement of 
malic, tartaric, isocitric and citric acids as adulteration markers in orange juices. 
However, other fruit juice matrices (apple, grape, pineapple, mandarin, etc) were 
not determined. Thus, and in order to cover this demand, it is necessary to 
achieve the main organic acid patterns typically found in different fruit juices, 
and to study their implication in quality control purposes. 
In this work, a reliable and sensitive CZE method using direct UV 
detection for the determination of organic acids in several fruit juices was 
described. For this purpose, an optimization study with simulated real juice 
samples (containing large variability of organic acid contents) using different 
experimental CZE conditions (including poly(vinyl alcohol) (PVA)-coated 
capillaries with normal and with extended-path light was first carried out. The 
organic acid content present in different fruit juices was obtained. Next, a linear 
discriminant analysis (LDA) model was constructed to classify juices according 
to the type of fruit employed and to distinguish between pure juices and juice 
blends. Moreover, data treatment by multiple linear regression (MLR) was used 
to quantify blends of high-value juices (pineapple and orange) with grape juice. 
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5.2. Material and methods 
5.2.1. Chemicals and samples 
The following analytical grade reagents were used: sodium hydroxide 
(NaOH) and sodium dihydrogenphosphate (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO). Deionized water (Barnstead deionizer, Sybron, Boston, MA) was also 
used. The analytical standards were: oxalic (internal standard, IS), fumaric, 
isocitric, malic, tartaric and citric acids (Sigma-Aldrich). Individual stock 
solutions of organic acids were prepared in water at 10000 μg mL-1, except for 
isocitric and fumaric acids, which were 1000 and 100 μg mL-1, respectively. The 
30 fruit juices employed in this study, 6 for each type of fruit (see Supplementary 
material, Table 5.1) were purchased from the Spanish market. 
To evaluate the possibility of detecting blends of fruit juices, binary 
mixtures containing different percentages of pineapple-grape and orange-grape 
juices were prepared. To improve the robustness of the MLR models, the 
mixtures were prepared using all the available fruit juices, which were randomly 
selected and mixed. For instance, for the pineapple-grape mixture, a total of 44 
mixtures, four for each different percentage, which comprised between 0 and 
100% pineapple, were performed. One more set of 44 mixtures containing the 
same percentages of orange juice was also prepared for the orange-grape mixture. 
Thus, a total of 88 mixtures were made. 
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Table 5.1. Type of juice, brand, content and sample code of the juices 
employed in this study. 
Juice Brand Content Sample Code 
Apple 
Aliada Apple juice from concentrate A1 
Hipercor Apple juice A2 
Lambda Organic apple juice from concentrate A3 
Homemade Squeezed apple juice A4 
Tropicana Apple juice 100%, ascorbic acid A5 
Auchan Apple juice A6 
Grape 
Don Simon 100% pure grape juice made from muscat grapes G1 
Must Don Simon Juice from concentrate grape juice and citric acid G2 
Must Greip Grape juice from concentrate, acid citric G3 
Capel Grape juice from concentrate, water, CO2, citric acid, ascorbic acid G4 
Lambda Juice and pulp of organic grape G5 
Consum Red grape juice, water, citric acid, ascorbic acid G6 
Mandarin 
Don Simon 100% pure mandarin juice, no pulp, rich in vitamin C M1 
Aliada 100% squeezed tangerine juice M2 
Auchan Mandarin juice M3 
Hacendado 100% squeezed mandarin juice M4 
Seleqtia (Eroski) 100% squeezed mandarin juice M5 
Carrefour 100% squeezed mandarin juice M6 
Orange 
Don Simon 100% squeezed orange juice without orange pulp O1 
Pascual 100% squeezed orange juice and orange pulp O2 
Don Simon Orange juice from concentrate O3 
Homemade Squeezed orange juice O4 
Juver Orange juice O5 
Auchan Orange juice O6 
Pineapple 
Hipercor Pineapple juice P1 
Vitafit 100 % pineapple juice from concentrate P2 
Auchan Pineapple juice, pectin P3 
Hacendado 100 % squeezed pineapple juice P4 
Carrefour 100 % squeezed pineapple juice P5 
El corte inglés Pineapple juice P6 
Multifruit 
juices 
Don Simón Pineapple (55%) and grape (45%) juices from concentrates B1 
Zumosol Pineapple (75%) and grape (25%) juices from concentrates B2 
Don Simón Orange (70%) and grape (30%) juices from concentrates B3 
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5.2.2. Instrumentation and procedures 
 An HP3D CE system (Agilent, Waldbronn, Germany) provided with a 
diode array spectrophotometric detector was adopted. Two different fused-silica 
capillaries were used: a PVA-coated with normal path light and a PVA-coated 
with extended path light (“bubble cell”), both with 64.5 cm length (56 effective 
length) × 50 μm id (375 μm o.d.) (Agilent). Between runs, the capillary was 
flushed with the BGE for 4 min. The BGE solutions used were prepared by 
dissolving an appropriate amount of NaH2PO4 to obtain a final phosphate 
concentration of 200 mM, and the pH values were adjusted by adding the 
required amount of NaOH or HCl 1 M. Before injection, all solutions were 
filtered through 0.45 μm pore size nylon filters (Albet, Barcelona, Spain). The 
optimal CZE conditions employed in this work were: BGE containing 200 mM 
phosphate buffer at pH 7.5, separation -15 kV (current -125 µA) at 25 ºC, 
hydrodynamic injection (50 mbar × 20 s) and UV signal at 200 ± 20 nm (450 ± 
80 nm as reference). Data acquisition was performed with ChemStation Software 
(Rev.A.10.01, Agilent). Statistical data treatment was performed using SPSS (v. 
15.0, Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL). 
 
5.2.3. Sample preparation 
Fruit juices, previously refrigerated at 5 ºC, were centrifuged at 10000 rpm 
for 10 min. The supernatant was 1:5 (v/v) diluted with deionized water, and for 
quantification purposes, the IS at 150 μg mL-1 was also added. However, for 
apple juices, quantification was also performed using a 1:1 (v/v) dilution due to 
the low content of fumaric acid in these samples (< 5 µg mL-1) (AIJN 2010). The 
samples were analyzed in triplicate.  
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5.3. Results and discussion 
5.3.1. Establishment of CZE method using simulated juice samples 
In order to achieve organic acid separation, test mixtures containing the 
standards at different concentration levels and the IS described in section 5.2.3 
were used. The initial BGE and separation conditions were adapted from the 
work of Saavedra et al. (2000), which used a Beckman neutral polyacrylamide 
coated capillary. Thus, a BGE containing 200 mM phosphate at pH 7.5 (at -15 
kV and 25 ºC) was tested in this study. However, in this work, a commercial 
PVA-coated capillary, instead of the Beckman polyacrylamide coating one, was 
employed. These conditions were applied to the analysis of two different 
standard mixtures: i) a mixture containing 150 µg mL-1 of malic, tartaric, 
isocitric, citric and fumaric acids, and ii) a mixture that simulated a real mandarin 
juice sample. The preparation of “simulated samples” intends to cover the wide 
variability and imbalance between the contents of organic acids present in the 
different types of matrices. This is particularly critical for analytes as isocitric 
acid, which is present at concentrations very much lower than the other organic 
acids, constituting its evaluation (and the citric/isocitric ratio) a challenging task. 
According to the AIJN (2010), the juices samples with the lowest level of 
isocitric acid and highest citric acid contents were mainly found in mandarin and 
peach. Then, a “simulated mandarin juice sample” constituted by isocitric (75 µg 
mL-1), malic (250 µg mL-1) and citric (11000 µg mL-1) acids was tested. These 
contents were selected by considering a real mandarin sample diluted 1:1 (v/v) 
with water. 
Fig. 5.1A shows an electropherogram of the standard mixture (at 150 µg 
mL-1) obtained using the CZE conditions indicated above. As it can be observed, 
fumaric acid (peak labelled as 1) exhibited a higher response than the other acids 
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due to its strong UV-absorbance (its signal was tailored at 10 mAU). Although 
the peaks were well-resolved, a noisy baseline was evidenced. Fig. 5.1B shows 
the electropherogram of the “simulated mandarin juice sample”, where the citric 
acid peak was tailored in order to better appreciate the other peak signals. As it 
can be observed, the isocitric acid peak (peak 2) was barely distinguishable from 
background noise. At the sight of these results, the sensitivity of detection is not 
high enough to perform an accurate quantitation of isocitric acid or other organic 
acids present at very low levels, and to establish the corresponding citric/isocitric 
ratio in fruit juices for authenticity purposes. 
Thus, in order to improve the method sensitivity, a capillary with an 
extended light path (bubble cell) was used (Fig. 5.1C and D). A significant 
improvement (a factor of ∼2-3 was obtained for all analytes) of the signal-to-
noise ratio is clearly evidenced, while peak resolution remained practically 
unchanged with both standard mixtures. Thus, the bubble cell capillary was 
selected for the following experiments. 
Next, the influence of operational conditions, such as pH of BGE, 
injection time (sample volume) and applied voltage on CZE separation 
performance was investigated using the “simulated mandarin juice sample” 
(containing isocitric, malic and citric acids, which are the analytes most 
commonly found in fruit juices). 
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Fig. 5.1. Electropherograms obtained using a PVA-coated capillary for (A) 
an organic acid standard mixture at 150 mg L-1 and (B) an standard mixture 
simulating a 1:1 (v/v) diluted mandarin juice sample (75 µg mL-1 isocitric, 
250 µg mL-1 malic and 11000 µg mL-1 citric acids). Traces (C) and (D) 
correspond to the same mixtures but using a PVA-coated bubble cell 
capillary. Peak identification: IS, oxalic; 1, fumaric; 2, isocitric; 3, malic; 4, 
tartaric and 5, citric acids. 
Based on the relationship between pH of BGE and the electrophoretic 
mobility of analytes, the selection of optimum pH for organic acid separation was 
established. BGE pH was varied between 3.5 and 7.5. In a PVA-coated capillary, 
the electroosmotic flow (EOF) is almost completely suppressed; then, only acidic 
solutes migrated towards the anode and detector (see Fig. 5.2). The changes 
produced in electrophoretic mobility of carboxylic acids were due to ionization 
changes of the anions at their corresponding pKa values (Serjeant, 1979). The 
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best results using the simulated samples or real juices were obtained using a BGE 
at pH 7.5, since it provided the best compromise between resolution and analysis 
time. Thus, this pH was selected for further studies. 
pH
3 4 5 6 7 8
µ e
(c
m
2
V-
1
s-
1 )
1.6 x 10-4
1.2 x 10-4
8.0 x 10-5
4.0 x 10-5
Isocitric
Malic
Citric
 
Fig. 5.2. Plot of electrophoretic mobility vs pH of BGE obtained using an 
standard mixture containing isocitric, malic and citric acids (analytes most 
commonly found in fruit juices). Other conditions as in Fig. 5.1. 
Next, in order to achieve much more sensitivity enhancement, the 
possibility of increasing injection volumes was investigated. The “simulated 
mandarin sample” was injected by applying a pressure of 50 mbar at several 
times (4-20 s). When the injected sample time was increased from 4 s (Fig. 5.1D) 
to 10 s (Fig. 5.3A), the presence of peak splits for isocitric and malic acids was 
evidenced. This effect was more pronounced by increasing the size of the 
injection plug up to 20 s (see Fig. 5.3B). Although migration times and 
selectivity were not changed, the peak splits represent a significant loss in 
efficiency and resolution. The presence of this shoulder was not observed in the 
IS (oxalic acid) peak and neither in citric acid. Initially, this fact could be 
explained by a mismatch between sample and BGE conductivities, which will 
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generate a heterogeneous electrical field inside the capillaries. However, 
simulated/real juice samples and BGE showed similar high ionic strengths. 
Another possible explanation suggested by several authors (De Villiers, 2003; 
Chen, 2004) for this effect could be explained by differences between pH values 
of sample and BGE. In our case, since the pH of the simulated/real juice samples 
is lower than that of the BGE, most acids will have higher mobilities in the 
electrolyte region. Malic, isocitric and citric acids have higher pKa1 values (ca. 
3.0) than oxalic acid (1.19). It translates that these acids are ionized in a different 
extent in both sample and BGE regions, giving as a result a large difference in 
mobilities of these analytes between the two regions. Thus it could explain the 
peak splitting observed for malic and isocitric (those solutes in electrolyte region 
accelerate away from the sample zone). The presence of split in citric acid peak 
was presumably masked due to its high content in the sample. The IS (oxalic) 
peak, which has an effective mobility higher (due to its lower pKa) than these 
analytes was not unaffected by this effect. In order to solve this problem, the 
simulated juice samples were diluted with water in several ratios and injected for 
20 s to identify the dilution level that provided a satisfactory separation without 
compromising the quality of determination. When the simulated mandarin juice 
sample was diluted 1:5 (Fig. 5.3C) and 1:10 (v/v) (Fig. 5.3D), well separated 
peaks were evidenced, however, in this last dilution, a loss in the sensitivity of 
isocitric and malic acids was observed. When the signal-to-ratio for isocitric acid 
(present at low content in the simulated sample) was measured in the 1:5 (v/v) 
dilution (Fig. 5.3C), an increase of ca. 2 and 1.4 times was obtained when 
compared to 1:10 (Fig. 5.3D) and 1:1 (v/v) (Fig. 5.1D) dilutions, respectively. 
Thus, taking into account the signal/noise ratio, the 1:5 (v/v) dilution was 
selected for further studies.  
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Fig. 5.3. Influence of sample dilution and injection time on a standard 
mixture simulating a mandarin juice sample: (A) 1:1 (v/v) dilution injected 
at 10 s, (B) 1:1 (v/v) dilution injected at 20 s, (C) 1:5 (v/v) dilution injected 
at 20s and (D) 1:10 (v/v) dilution injected at 20 s. Peak identification as in 
Fig. 5.1. 
5.3.2. Performance characteristics of the CZE method 
In order to significantly reduce the imprecision related with injection and 
ensure better reproducibility, the use of an IS in quantitative analysis is generally 
preferred (Altria, 2002). Precision was determined by studying the intra- and 
interday repeatabilities of migration times and peak areas (analyte area/IS area) 
obtained by injecting the same 150 µg mL-1 solution for all analytes (except for 
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fumaric acid that was 5 µg mL-1) ten times per day during 3 days (see Table 5.2). 
In all cases, the relative standard deviation (RSD) values were lower than 1.50 
and 3.90% for migration times and peak areas, respectively.  
 External calibration curves of peak areas were constructed using the IS by 
injecting six standard solutions in the linear ranges indicated in Table 5.2. As in 
can be observed, two linear ranges were adopted for citric acid: a low 
concentration range (5-100 µg mL-1) which was used for apple and grape juices, 
and a high concentration range (500-10000 µg mL-1) used for the other samples. 
In all cases, straight lines with r2 > 0.996 were obtained. The sensitivity of each 
analyte obtained from the calibration curve constructed using peak ratios (analyte 
area/IS area) was also given in Table 5.2. The relative sensitivity of most 
analytes was similar (ranged from 0.0029 to 0.0043) except for fumaric acid, 
which showed the largest sensitivity due to its stronger absorbance in UV region. 
The limits of detection (LOD) of each analyte were calculated by multiplying by 
3 the standard deviation of the peak area, s, divided by the slope of the 
calibration curve (ICH guidelines). The values of s for each analyte were 
obtained by injecting ten times aliquots of a solution containing known low 
concentrations of analyte that fulfill the signal-to-noise ratio of 3. LOQ was 
obtained by multiplying by 3.3 the LOD values. As observed in Table 5.2, LODs 
and LOQs ranged from 0.1 to 2.5 µg mL−1 and from 0.3 to 8.3 µg mL−1, 
respectively. These values were lower than others previously published in 
literature for CZE methods (Kodama, 2013; Saavedra, 2000), although were 
higher than those reported using a Waters Capillary Ion analysis system at 
unusual short wavelength UV detection (185 nm) (Mato, 2006). 
 Peak identification was performed by comparing migration times with 
those of the standards, and when necessary also by spiking the samples with the 
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standards. Additionally, standard addition calibration curves were obtained by 
adding to the samples at least four solutions with increasing concentrations, 
taking into account the linearity ranges given in Table 5.2. All curves were linear 
with r2 > 0.995, and in all cases the slope of calibration curve did not differ 
significantly from that obtained with the external calibration method. From these 
results, it can be concluded that no matrix effect was observed in the 
determination of these analytes in the fruit juices analyzed. Thus, external 
calibration curves were employed for analyte quantification in all analyzed 
samples. 
 
5.3.3. Quantification of organic acids in fruit juices 
 Under the optimized conditions, all the fruit juices included in Table 5.1 
were subjected to CZE analysis. All juices were injected using a 1:5 (v/v) 
dilution, except apple juices, which were injected at both 1:1 (v/v) (in order to 
quantify fumaric acid) and 1:5 (v/v) dilution, to quantify the other acids. Fig. 5.4 
shows CZE electropherograms of (A) apple, (B) grape, (C) mandarin, (D) orange 
and (E) pineapple juices. A summary of the contents found (expressed as 
minimum and maximum values in μg mL-1) for the analyzed fruit juices is 
presented in Table 5.3. Some variability in the acid levels can be observed 
among the analyzed samples, which was in accordance with previous studies 
(Fügel, 2005). Apart from the acid contents, the citric/isocitric ratio was also 
given in Table 5.3. As previously mentioned, this ratio is a useful index for the 
evaluation of the product quality and authenticity in fruit juices (AIJN, 2010). 
Malic acid was the main acid found in apple juices, showing concentrations 
between 3300–4700 μg mL-1, whereas the levels of citric acid varied within 65–
130 μg mL-1. The contents of both acids in all apple juices analyzed (A1-A6) 
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were within the levels allowed by legislation (AIJN, 2010). Tartaric and isocitric 
acids were not found in apple juices. Fumaric acid is used as important parameter 
to detect the presence of microbial spoilage or the processing of decayed fruits 
(Trifirò, 1997; Kvaniscka, 2000). Its natural concentration in apple juices usually 
does not exceed 5 μg mL-1 (AIJN, 2010) and higher levels could arise from 
microbic growth or from the addition of synthetic malic acid (Kvaniscka, 2000). 
In our case, the content of fumaric acid in apple samples was compatible with 
well-processed juices. With respect to the grape juices analyzed (G1-G6), tartaric 
acid contents agreed with the values established by AJIN (2000–7000 μg mL-1) 
(AIJN, 2010). The malic and citric amounts were also within the legislation. 
The major organic acid found in mandarin and orange juices was citric 
acid, with levels ranged between 7300 and 15900 μg mL-1. Malic acid was the 
second abundant organic acid in the citrus juices. The amounts of isocitric acid 
found in both citrus samples were quite similar, and the citric/isocitric acid ratio 
for all samples (M1-M6 and O1-O6) meet the requirements according to the 
AIJN criteria (max. 130) (AIJN, 2010). The levels of citric and malic found in 
pineapple juices were lower than the maximum established for each compound 
(11000 and 4000 μg mL-1for citric and malic acid, respectively) (AIJN, 2010). 
The citric/isocitric ratio values found in these juices (P1-P6) were also lower than 
the limit allowed (70) by EU legislation (AIJN, 2010). Moreover, in any samples 
analyzed (expect for grape juices) the presence of tartaric acid was evidenced, 
which indicated that these samples have not been adulterated with grape juices. 
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Fig. 5.4. Representative electropherograms of an (A) apple, (B) grape, (C) 
mandarin, (D) orange and (E) pineapple juices. CZE conditions: BGE 
composed of 200 mM phosphate at pH 7.5; hydrodynamic injection, 50 
mbar for 20 s; sample dilution, 1:5 (v/v); separation voltage, -15 kV at 
25°C. Other conditions as in Fig. 5.1. 
At the sight of the differences observed in acid concentrations, the 
possibility of using these contents as predictor variables for the construction of a 
LDA model able to discriminate between juices obtained from different fruits 
was next studied. 
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5.3.4. Classification of juices obtained from different fruits by LDA. 
Evaluation of the possibility of detecting juice blends 
 LDA, a supervised classificatory technique, is widely recognized as an 
excellent tool to obtain vectors showing the maximal resolution between a set of 
previously defined categories. In LDA, vectors minimizing the Wilks’ lambda, 
λw, are obtained (Vandeginste, 1998). This parameter is calculated as the sum of 
squares of the distances between points belonging to the same category divided 
by the total sum of squares. Values of λw approaching zero are obtained with 
well-resolved categories, whereas overlapped categories made λw approach one. 
Up to N-1 discriminant vectors are constructed by LDA, with N being the lowest 
value for either the number of predictors or the number of categories. The 
selection of the predictors to be included in the LDA models was performed 
using the SPSS stepwise algorithm. According to this algorithm, a predictor is 
selected when the reduction of λw produced after its inclusion in the model 
exceeds Fin, the entrance threshold of a test of comparison of variances or F test. 
However, the entrance of a new predictor modifies the significance of those 
predictors that are already present in the model. For this reason, after the 
inclusion of a new predictor, a rejection threshold, Fout, is used to decide if one of 
the other predictors should be removed from the model. The process terminates 
when there are no predictors entering or being eliminated from the model. The 
default probability values of Fin and Fout, 0.05 and 0.10, respectively, were 
adopted. 
 Thus, for LDA, a data matrix was constructed using the concentration 
values of Table 5.3, divided by pairs, as original variables, in order to minimize 
the differences arising from the acid concentrations found in the fruit juices 
considered in this study. This matrix contained 30 objects which corresponded to 
Chapter 5. Organic acids analysis in juices by CZE-PVA-bubble cell capillaries  
 
 
 
159 
 
all the fruit juices of Table 5.1, and 10 predictors, which were obtained by 
dividing each analyte concentration by each one of the concentration of the other 
analytes, taking into account that any pair of concentrations should be considered 
only once. A response column, containing the categories corresponding to the 5 
fruit types, was added to this matrix. This matrix was randomly divided in two 
groups of objects to constitute the training and evaluation sets. The training set 
was composed by 20 objects (4 juices x 5 fruit types), while the evaluation set 
was constituted by the remaining samples (10 objects). 
 When the LDA model was constructed, an excellent resolution between all 
the category pairs was achieved (Fig. 5.5, λw < 0.01). The variables selected by 
the SPSS stepwise algorithm, and the corresponding standardized coefficients of 
the model, showing the predictors with large discriminant capabilities, are given 
in Table 5.4. According to this table, the main concentration ratios selected by 
the algorithm to construct the LDA model corresponded to isocitric/tartaric and 
malic/tartaric ratios. Using this model and leave-one-out validation, all the 
objects of the training set were correctly classified. On the other hand, the 
prediction capability of the model was evaluated using the evaluation set. In this 
case, all the objects (represented with a cross symbol in Fig. 5.5) were correctly 
assigned within a 95% probability level.  
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Fig. 5.5. Score plot on an oblique plane of the three-dimensional space 
defined by the three first discriminant functions of the LDA model 
constructed to discriminate between juices obtained from different fruits. 
Evaluation set samples and fruit juice blends at a 50% level of each juice are 
labeled as indicated in figure legend. 
 
Table 5.4. Predictors selected and corresponding standardized coefficients 
of the LDA model constructed to discriminate between juices obtained from 
different fruits. 
Predictorsa f1 f2 f3 f4 
Fumaric/Isocitric 1.569 0.318 0.104 0.532 
Fumaric/Citric 1.449 0.659 0.028 0.094 
Isocitric/Malic -1.963 -0.454 -1.089 0.193 
Isocitric/Tartaric 5.552 1.852 0.374 1.488 
Isocitric/Citric -0.888 0.769 0.750 -0.659
Malic/Tartaric -5.309 -2.407 -0.104 -0.354
         a Organic acid concentration ratios. 
 
The possibility of detecting fruit juice blends by LDA was also evaluated. 
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For this purpose, different fruit juice mixtures (pineapple-grape and orange-
grape), with a 50% content of each juice, were used to check whether the model 
is able to assign them to a category with a higher probability level (> 80%), or 
whether, in contrast, the assignment was made with a low probability level, 
which will demonstrate that those samples could be juice blends. As it can be 
observed in Fig. 5.5, pineapple-grape and orange-grape mixtures are located in 
different positions in the 3D plot. However, in any case, these samples were 
assigned to a given category with a satisfactory probability (< 40%). Thus, it is 
demonstrated that the model is able to discriminate pure fruit juices from 
mixtures of them. 
 
5.3.5. Evaluation of binary blends of high-value juices 
In order to evaluate the possibility of detecting different percentages of 
grapefruit added to orange and pineapple juices, several binary blends (prepared 
as indicated in Section 5.2.1) were analyzed. Since tartaric acid is usually 
considered an indicator of grape juice addition to these high-value juices, 
univariate calibration models of this analyte in pineapple-grape and orange-grape 
mixtures were first constructed. For this purpose, a calibration set constituted by 
44 objects (4 mixtures × 11 percentage levels) was constructed for each binary 
blend. However, relative low correlation coefficients (r = 0.930 and 0.868 for 
pineapple-grape and orange-grape blends, respectively) jointly with relative high 
average prediction errors (calculated as the sum of the absolute differences 
between expected and predicted fruit juice percentages) (16.5 and 18.7%, 
respectively, for each type of blend) were obtained. These results can be 
explained by considering the high variability of the tartaric acid content present 
in the grape juice samples analyzed (see Table 5.3) and used in random manner 
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to prepare the binary blends. In order to address this problem and to achieve 
better accuracy values, multivariate calibration methods based on MLR were 
tried. In particular, two MLR models, for pineapple-grape and orange-grape, 
respectively, were constructed. To select the predictors used in the construction 
of MLR models, the SPSS stepwise algorithm with the default probability values 
of Fin and Fout of 0.05 and 0.10, respectively, was adopted. For MLR studies, 
calibration and external validation sets were constructed, one for each pair of 
fruit juices. The calibration matrices contained 33 objects (3 mixtures × 11 
percentage levels), while the 11 remaining mixtures were used as external 
validation set.  
These matrices contained also five predictors (tartaric acid and the rest of 
organic acids considered) and a response column with the pineapple or orange 
percentage. A plot showing the predicted versus the nominal fruit juice 
percentages for the two types of binary mixtures is shown in Fig. 5.6. For both 
models, the selected predictors were tartaric, isocitric and malic acids. Their 
corresponding nonstandardized coefficients are given in Table 5.5.  
The regression coefficients and the average prediction errors are also 
provided. As it can be observed, a significant decrease in the average prediction 
errors (ca. 5%) was observed compared with the results previously obtained with 
the univariate regression model. On the other hand, when the MLR models were 
applied to the validation sets, an excellent prediction capability was observed 
(Figure 5, red triangle symbols). The LODs (calculated as three times the 
standard deviation at 10% grape juice) are also given in Table 5.5. In both blend 
juices, these values were below 5.1%, which may be considered as a reasonable 
limit to discern between intentional addition and possible contamination because 
the same processing equipment was used for different juices. Finally, the 
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commercially available mixtures of fruit juices were used to check whether the 
model was able to correctly predict the percentages stated in product labels. In all 
cases, the percentages found were consistent with the values indicated in the 
label, which clearly proved the usefulness of the MLR models constructed. 
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Fig. 5.6. Predicted (MLR) versus nominal fruit juice percentages for (A) 
pineapple-grape and (B) orange-grape binary mixtures. External validation 
set samples are labeled with a cross symbol. The straight line is y=x. 
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Table 5.5. Predictors selected and their corresponding non-standarized 
model coefficients (Coef.), linear regression coefficients (R2) and average 
prediction errors (Av. pred. error) obtained for the MLR models constructed 
to predict binary mixtures of fruit juices. 
Binary mixture Predictor Coef. R2 Av. pred. error (%) LOD (%) 
Pineapple-grape 
Constant 142.18 0.989 5.0 5.1 
Isocitric 0.19    
Malic -0.02    
Tartaric -0.01    
Orange-grape 
Constant 112.22 0.991 4.6 4.3 
Isocitric 0.43    
Malic -0.02    
Tartaric -0.004    
 
5.4. Conclusions 
 In this work, a fast, simple and reliable CZE method to determine organic 
acids commonly present in several fruit juices has been established. The 
combination of CZE separation with bubble cell capillaries provide a sensitivity 
enhancement for the determination of relevant organic acids present in fruit 
juices and its successful application to assess the authentication of these samples. 
In addition, CZE analysis in conjunction with multivariate data analysis (LDA 
and MLR) has demonstrated the capability to discriminate between juices from 
different fruits as well as to determine different juice blends. Therefore, the 
present methodology presents a high potential for quality control purposes in the 
juice industry and regulatory agencies.  
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ABSTRACT: A method for the determination of water-soluble vitamins in 
several energy and sport drinks by micellar electrokinetic chromatography 
(MEKC) has been developed in this work. The separation of vitamins was 
studied in terms of background electrolyte composition (borate content, pH, 
surfactant type and content) and in other MEKC parameters. A study of the 
possible compounds found in the vitamin-enriched drinks that could interfere in 
vitamin determination was also performed, and a modified procedure with 
enhanced resolution was developed. The proposed method was successfully 
applied to the analysis of water-soluble vitamins in a variety of energy and sport 
drinks and also in fruit nectars. The method implies minimal sample preparation 
and reagent consumption, being environmentally sustainable. Thus, the proposed 
methodology could be useful for quality control purposes in the soft drink 
industry. 
 
KEYWORDS: Energy drink; Sport drink; MEKC; Water-soluble vitamins; 
Quality control. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
 
 
 
174 
 
 
6.1. Introduction 
Consumption of energy and sport drinks has reached significant 
dimensions over the past two decades, being a constant element in diet of 
different social classes and age brackets. In fact, this industry has growth very 
much over the last years, reaching a total consumption of 4.8 billion litres in 
2011 (www.zenithinternational.com, 2012).  
 The term of energy drink is referred to a beverage that contains, besides 
calories, caffeine in combination with other presumed energy-enhancing 
ingredients such as taurine, herbal extracts and vitamins (Heckman, 2010). On 
the other hand, sport drinks are specifically designed for, or marketed towards, 
people who are undertaking physical activity, being mainly composed by 
carbohydrates, electrolytes and vitamins. Thus, both types of drinks should be 
supported by extensive scientific and nutritional research to back up their safety 
and effectiveness (Amendola, 2004), thus being important to establish their 
ingredient profile. 
 It is well-known that vitamins are a group of indispensable compounds for 
the development and normal growth of the human body, which can be classified 
into two main groups: water-soluble and fat-soluble. Water-soluble vitamins 
include B group vitamins and ascorbic acid (vitamin C). These vitamins play 
specific and vital functions in metabolism, and their lack or excess can cause 
health problems (Combs, 1992).  
 Water-soluble vitamins are included in energy and sport drinks for their 
essentiality in the normal biological functions such as co-enzymes (Aranda, 
2006). Moreover, it is claimed that the consumption of large amounts of B 
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vitamins increases mental alertness and focus, as well as improves mood. 
Vitamins B2 (rivoflavin), B3 (niacin), B6 (pyridoxine, pyridoxal, pyridoxamine) 
and B12 are the most common of the B vitamins that are incorporated into energy 
and sport drink formulations (Heckman, 2004). 
 Separation of water-soluble vitamins has been mainly carried out using 
HPLC with different detectors (Albalá-Hurtado, 1997; Almagro, 2002; Heudi, 
2005; Moreno, 2000; Viñas, 2003; Woollard, 2002; Zafra-Gómez, 2006), 
although electrodriven methods, such as capillary zone electrophoresis (CZE) 
(Fotsing, 1999; Schiewe, 1995; Schreiner, 2003; Su, 2001) and micellar 
electrokinetic chromatography (MEKC) (Blanco-Gomis, 1999; Delgado-
Zamarreño, 2002; Fotsing, 1999; Hu, 2001; Schreiner, 2003; Su, 2001) have 
been also used for this purpose. Most of these methodologies have been 
employed to determine B-vitamins (and in some cases also C vitamin) in 
multivitamin pharmaceutical formulations (Almagro, 2002; Blanco-Gomis, 1999; 
Delgado-Zamarreño, 2002; Fotsing, 1999; Heudi, 2005; Hu, 2001; Moreno, 
2000; Schiewe,1995; Schreiner, 2003; Su, 2001) and in baby and supplemented 
foods (Albalá-Hurtado, 1997; Schiewe, 1995; Viñas, 2003, Woollard, 2002; 
Zafra-Gómez, 2006). However, the determination of C and B vitamins in other 
matrices, such as energy and sport drinks, which are complex mixtures with other 
additives and with a large amount of sugars have been barely explored (Aranda, 
2006; Grant, 2008; Karatapanis, 2009). A planar chromatography–ESI MS 
method (Aranda, 2006) was developed for the determination of three B-vitamins 
(B2, B3 and B6), caffeine and taurine in 8 energy drinks, using UV detection for 
B3 and caffeine and also for taurine after post-chromatographic derivatization, 
and fluorescence for B2 and B6. However, it would be beneficial to develop a 
method able to quantify all these analytes simultaneously by one detection 
method. In this way, Grant et al. (2008) have developed a surfactant-mediated 
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matrix-assisted laser desorption/ionization method for the simultaneous analysis 
of B2, B3 and B6 vitamins and caffeine in 4 energy drinks, while Karatapanis et 
al. (Karatapanis, 2009) have developed an hydrophilic interaction liquid 
chromatography (HPLC) method using an endcapped HILIC-diol column for the 
separation of C and seven B-vitamins in a pharmaceutical formulation and in an 
energy drink. However, there is still a need of a simple, less expensive 
techniques and rapid screening method for the determination of both B and C 
vitamins for quality control purposes in complex matrices, able to eliminate other 
matrix interferences.  
 In this work, a simple MEKC method for the determination of C and 
seven B-group vitamins in energy and sport beverages was developed. The 
influence of composition of background electrolyte (BGE) and other MEKC 
parameters on migration time separation of the vitamins was investigated. Also, a 
study with some matrix compounds commonly present in these beverages, which 
could interfere in vitamin determination, was performed. The performance of the 
developed method was tested with regard to sensitivity, limit of detection and 
repeatability. Finally, the vitamin content present in several energy and sport 
drinks and fruit nectars was obtained.  
 
6.2. Material and methods 
6.2.1. Chemicals and samples 
 The following analytical grade reagents were used: sodium tetraborate, 
sodium hydroxide (NaOH), aminobenzoic acid (internal standard, IS), sodium 
dodecyl sulfate (SDS), sodium cholate (SC), sodium dehydrocholate (SDC), 
metaphosphoric acid and hydrochloric acid from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), 
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and methanol (MeOH) and acetonitrile (ACN) from VWR Chemicals (Fontenay-
sous-Bois, France). Deionized water (Barnstead deionizer, Sybron, Boston, MA) 
was also used. The vitamin and other analytical standards were: ascorbic acid 
(C), thiamine (B1), rivoflavine (B2), nicotinamide and nicotinic acid (B3), 
pantothenic acid (B5), pyridoxine (B6), cobalamin (B12), caffeine, benzoic acid, 
sorbic acid and acesulfame K (Sigma-Aldrich). The chemical structures and 
dissociation constants of the investigated vitamins are shown in Fig. 6.1. 
Individual stock solutions of B vitamins (except vitamin B2) were prepared in 5% 
ACN in 0.01 M HCl solution at 1000 µg mL-1 (Su, 2001), while C vitamin was 
prepared in ice-cold 2% metaphosphoric acid (Davey, 1996; Herrero-Martínez, 
1998). Vitamin B2 was dissolved in basic media and had enough stability over 24 
h. All stock solutions were stored at -20 ºC in amber vials. The rest of B vitamins 
were found to be stable for at least a week. The vitamin C solution was stable for 
three days at -20 ºC (Davey, 1996; Herrero-Martínez, 1998). Working standard 
solutions were prepared daily by appropriate dilution from the concentrated stock 
solutions. 
 A total of 10 commercially available samples were purchased from a local 
supermarket: 4 energy drinks (ED1-4), 4 sport drinks (SD1-4) and 2 fruit nectars 
with added vitamins (FN1-2). Energy and sport drinks were filtered directly 
through 0.45 µm pore size nylon filter (Scharlau, Barcelona, Spain) and injected 
in the CE system. For carbonated samples, a previous sonication for 20 min to 
remove dissolved gases was performed. Fruit nectars with fortified vitamins were 
centrifuged at 10000 rpm for 10 min, being the supernatant filtered and 
subsequently injected. Samples containing vitamin C were diluted 1:1 (v/v) with 
ice-cold metaphosphoric acid (up to a final concentration of 2%), filtered and 
injected. 
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Ascorbic acid (C)
pKa = 4,2; 11,6
Thiamine (B1)
pKa = 5,5
Rivoflavine (B2)
pka = 10,2
Nicotinamide (B3)
pKa=3,3
Nicotinic acid (B3)
pka = 3; 4,7
Pantothenic acid (B5)
pka = 4,4
Pirydoxine (B6)
pka = 5,6; 8,6
Cobalamin (B12)
pka = 1,6
 
Fig. 6.1. Structures and dissociation constants of the water-soluble vitamins 
investigated. 
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6.2.2. Instrumentation and procedures 
An HP3D CE system (Agilent, Waldbronn, Germany) provided with a 
diode array spectrophotometric detector and uncoated fused-silica capillaries 
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) of 58.5 cm length (50 cm effective 
length) × 75 μm id (375 μm o.d.) were used. New capillaries were successively 
flushed with 1 and 0.1M NaOH and water at 60 ºC for 10 min each. Between 
runs, the capillary was flushed with 5 min BGE. Samples were injected 
hydrodynamically at 50 mbar × 8 s. Separations were performed at 20 kV at 25 
ºC. Detection was performed at 214 nm for all vitamins except for vitamin C that 
was 265 nm. Before injection, all solutions were filtered through 0.45 μm pore 
size nylon filters. CZE data acquisition was performed with ChemStation 
Software (Rev.A.10.01, Agilent).  
 
6.3. Results and discussion 
6.3.1. Optimization of separation conditions 
Vitamin separation was firstly optimized using CZE. For this purpose, a 
test mixture containing the eight vitamin standards (at 100 µg mL-1) described in 
the Chemicals section was used. Most CE studies related to vitamin separation 
have been mainly performed using borate buffers at different concentrations (20-
50 mM) and at pH values comprised between 8.0 and 9.5 (in order to assure that 
analytes are in their ionic form) (Blanco-Gomis, 1999; Fotsing, 1997; Schreiner, 
2003; Su, 2001). For this purpose, different borate contents (ranged from 10 to 
60 mM) at a pH of 8.5 were first tried. The results obtained are shown in Fig. 
6.2. As it can be observed, in general, analysis time increased when the borate 
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content increased, which could be explained in terms of an ionic strength effect, 
giving as a result an EOF decrease.  
The migration order of vitamins was similar to that found in literature 
(Nishi, 1989; Su, 2001). Thus, vitamins B2, B3 (nicotinic acid), B5, B6 and C 
were all were negatively charged at pH 8.5, and their migration velocity 
depended on their degree of ionization and molecular size. On the other hand, 
vitamins B3 (nicotinamide) and B12 were non-charged analytes at this pH, and a 
comigration with EOF peak was evidenced. It should be noted that thiamine (B1) 
was the only vitamin that has a positive charge at this pH, and therefore migrated 
faster than EOF peak. As shown in Fig. 6.2, the resolution between C and B5 
vitamin peaks increased when increasing borate content. Thus, as a compromise 
between resolution and analysis time, a 40 mM borate buffer was chosen for the 
next studies.  
 Next, the effect of pH in the BGE was investigated. The pH values were 
varied between 8.0 and 9.5. However, no significant differences were observed 
when pH was changed within this range (data not shown). Thus, a pH of 8.5 was 
selected for the following experiments.  
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Fig. 6.2. Influence of borate content on the separation of vitamin standards 
using 10 mM (A), 20 mM (B), 40 mM (C) and 50 mM (D) borate in the 
BGE at pH 8.5. CZE conditions: Hydrodynamic injection, 50 mbar  8 s; 
separation voltage, 20 kV at 25°C; detection, 214 nm. Peak identification: 
B3, nicotinamide; B3 (N.A.), nicotinic acid. 
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 Once a good resolution between all charged vitamins was obtained, the 
aim of the study was to obtain a separation of the two uncharged vitamins, B3 
(nicotinamide) and B12. MEKC has been used to accomplish the separation of 
both neutral and ionic analytes. The presence of micelles of surfactants in the 
BGE acts as a “pseudostationary phase”, which leads to both hydrophobic and 
electrostatic interactions with solutes. For this purpose, three different surfactants 
(SDS, SC and SDC), at different concentration levels (25-75 mM range), were 
tested. These surfactant systems were selected due to the type and properties of 
micelles that each one forms. Thus, SDS forms spherical micelles with a 
hydrophobic inner core and a charged shell, while bile salts (SC and SDC) 
provide helical micelles with reverse orientation than SDS (Setchell, 1988). 
When the three surfactants were tested, the best results in terms of separation 
performance were obtained using 40 mM SDS (Fig. 6.3A), 50 mM SDC (Fig. 
6.3B) and 50 mM SC (Fig. 6.3C). From this study, it is interesting to observe 
that in the SDS system the vitamin B1 migrated very slow (Fig. 6.3A), whereas 
short migration times were achieved for bile salts (see Fig. 6.3B and C). This 
behaviour can be explained by the electrostatic (ion paring) interaction between 
the positive charge of thiamine and SDS micelles (Fotsing, 1999; Fujiwara, 1988; 
Nishi, 1989), also suggesting a weak interaction of this solute with bile salt 
micelles, probably attributed to the characteristic “reverse micelle” of these 
surfactants. In addition, when the optimal concentration of all surfactants was 
compared (see Fig. 6.3), it can be observed that only SDS was able to resolve B5-
C vitamin pair. Thus, this surfactant was selected for the following studies. 
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Fig. 6.3. Influence of surfactant type on the separation of vitamin standards 
using 40 mM of SDS (A), 50 mM SDC (B) and 50 mM SC (C) on the BGE 
containing 40 mM borate at pH 8.5. Other experimental conditions as in Fig. 
6.2. 
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6.3.2. Study of potential interfering compounds 
Since the energy and sport drinks are complex mixtures that contained 
different additives that could adsorb in the UV, a study of the possible 
interferences expected to be found in the samples is next performed. A total of 
four possible interferences (caffeine, sorbic acid, benzoic acid and acesulfame K) 
jointly with the IS (p-aminobenzoic acid, used to perform quantitation studies, 
see below) were simultaneously separated with the eight vitamin standards 
previously considered using the selected conditions (see Fig. 6.3A). As it can be 
observed, most analytes were well-resolved; however, the B3 (N.A.)-benzoic 
acid peak pair was not baseline-resolved, which hindered an accurate evaluation 
of these analytes. Moreover, sorbic acid and IS overlapped. The use of another 
wavelength (265 nm) did not improve the selectivity. Thus, in order to improve 
peak resolution, different MeOH percentages (comprised between 2.5 and 10% 
v/v) were added to the BGE. The results obtained are shown in Fig. 6.4. As it can 
be observed, the migration times increased for all compounds at increasing 
MeOH contents due to changes in the zeta potential, viscosity and dielectric 
constant, which led to a reduction in EOF. The best compromise between 
resolution and analysis time was obtained using a BGE containing a 5% v/v 
MeOH (see Fig. 6.3C). Thus, using this BGE, other experimental conditions, 
such as temperature and voltage were also studied. 
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Fig. 6.4. Influence of MeOH percentage on the separation of vitamins, 
potential interfering compounds and IS using a BGE containing 40 mM 
borate at pH 8.5, 40 mM of SDS and 0% (A), 2.5% (B), 5% (C) and 10% 
(D) MeOH (v/v). Peak identification: 1, caffeine; 2, sorbic acid; 3, benzoic 
acid and 4, acesulfame K. Other experimental conditions as in Fig. 6.2. 
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 Temperature was varied between 15 and 25 ºC (data not shown). When 
temperature was decreased up to 20 ºC, B1 peak comigrated with vitamin C 
peak, while at 15 ºC both vitamins comigrated with B5 vitamin; moreover, 
analysis time increased while peak efficiency decreased; thus, a temperature of 
25 ºC was selected for further studies.  
 Next, voltage was varied between 20 and 10 kV. When the voltage was 
reduced up to 15 kV (data not shown), resolution of some peak pairs (caffeine-
B12 and B2-B6) increased, while other peak pairs (C-B5 and IS-sorbic acid) 
comigrated. Moreover, analysis time increased and peak efficiency largely 
decreased. The same tendency, although more pronounced, was observed at 10 
kV. Thus, a voltage of 25 kV was selected for further studies. 
 On the other hand, injection time was next varied between 2 and 10 s. 
Sensitivity increased when injection time was increased. However, more than 8 s 
resulted in no separation of C and B5 peaks. Consequently, an injection time of 8 
s was selected as the optimum value. 
  
6.3.3. Performance characteristics of the MEKC method 
In order to significantly reduce the imprecision related with injection and 
ensure better reproducibility, the use of an IS in quantitative analysis is generally 
preferred (Altria, 2002). Precision was determined by studying the intra- and 
interday repeatabilities of migration times and peak areas (analyte area/IS area) 
obtained by injecting the same 50 µg mL-1 solution for all analytes 6 times per 
day during 3 days (see Table 6.1). In all cases, the relative standard deviation 
(RSD) values were lower than 2.9 and 4.6% for migration times and peak areas, 
respectively.  
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External calibration curves of peak areas were constructed using the IS by 
injecting six standard solutions of each analyte in the linear ranges indicated in 
Table 6.1. Straight lines with r > 0.992 were obtained. The limits of detection 
(LOD) and limits of quantification (LOQ) were estimated for signal-to-noise 
ratios of 3 and 10, respectively. As observed in Table 6.1, LODs and LOQs 
ranged from 0.10-1.20 µg mL−1 and from 0.33-3.96 µg mL−1, respectively. These 
values were comparable with those previously obtained in literature (Schreiner, 
2003; Su, 2001; Schiewe, 1995; Delgado-Zamarreño, 2002; Blanco-Gomis; 1999). 
 Peak identification was performed by comparing migration times with 
those of the standards, and when necessary also by spiking the samples with the 
standards. Additionally, standard addition calibration curves were obtained by 
adding to the extracts at least four solutions with increasing concentrations below 
to the upper limit of the respective working range (see Table 6.1). The curves 
were linear with r > 0.991, and in all cases the slope of calibration curve did not 
differ significantly from that obtained with the external calibration method. From 
these results, it can be concluded that no matrix effect was observed in the 
determination of these analytes in the drinks analyzed. Thus, external calibration 
curves were employed for analyte quantification in all analyzed samples. 
 
6.3.4. Quantification of vitamins in energy and sport drinks and fruit nectars 
Under the optimized conditions, all the samples available were subjected 
to MEKC analysis. Fig. 6.5 shows the electropherograms obtained for a fruit 
nectar with added vitamins (A), a sport drink (B) and an energy drink (C). A 
summary of the vitamin contents found for all the drinks analyzed is presented in 
Table 6.2. The analysis of the energy drinks (ED) showed that the content of 
particular ingredients in these drinks was diversified. In general, the found levels 
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of B vitamins were similar (or almost the same) as the values on the product 
labels. However, sample ED1 showed a content of vitamin C lower than that 
labelled. This value might be caused by losses in storage and temperature, which 
is particularly problematic for vitamin C (easy oxidation). In all examined ED, 
the declared levels of B12 vitamin (0.38-2.5 µg/100 mL) were below the LOQ, 
which made not possible its determination simultaneously with the other 
vitamins. Regarding to the sport drinks (SD), details about vitamin composition 
in product labels were not given, and only ascorbic acid was found as the main 
vitamin component. In fortified vitamin nectars (FN), the contents of B vitamins 
were consistent with the values indicated in the drinks labels, whereas the C 
vitamin was below from that declared in the label. 
 
6.4. Conclusions 
The developed MEKC method provides a fast, cheap and simple 
alternative to other expensive analytical techniques for the determination of 
vitamins in drinks. The method was successfully applied to obtain the content of 
vitamins in energy and sport drinks and also in fruit nectars. The analysis of these 
water-soluble vitamins in these samples has been scarcely investigated in CE 
literature. For this purpose, in the present work, a study of interferences present 
in these matrices was also carried out. The high quantitation limits found for 
some vitamins, e.g. vitamin B12, could be improved by using UV detection with 
extended path light capillaries. Also, CE coupled to laser-induced fluorescence or 
contactless conductivity detection could be adopted in order to reach lower 
LODs. These latter approaches would probably extend the applicability of the 
present method from fortified drinks to ordinary foodstuff with natural vitamin 
content.  
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Fig. 6.5. Electropherograms of a fruit nectar with added vitamins (A), a 
sport drink (B) and an energy drink (C) obtained using a BGE containing 40 
mM borate at pH 8.5, 40 mM of SDS and 5% MeOH. Peak identification: 1, 
caffeine; 2, sorbic acid; 3, benzoic acid and 4, acesulfame K. Other 
experimental conditions as in Fig. 6.2. 
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Preparation and evaluation of lauryl 
methacrylate monoliths with embedded 
silver nanoparticles for capillary 
electrochromatography  
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ABSTRACT: In this article, capillary columns constituted by lauryl 
methacrylate monoliths with embedded silver nanoparticles (AgNPs) were 
developed and tested. Two incorporation approaches of AgNPs in monoliths 
were explored. The AgNPs were either photogenerated in situ during 
polymerization of the monolith by UV irradiation, or incorporated to the 
polymerization mixture (ex situ). The influence of the AgNP concentration on the 
morphological and chromatographic properties of the polymer matrix was 
investigated, and both the in situ and ex situ approaches were comparatively 
discussed. The morphology of the monoliths was characterized by electron 
microscopic techniques, and their electrochromatographic performance was also 
evaluated with test mixtures of neutral compounds (sterols, fatty acid methyl 
esters, tocopherols and polyaromatic hydrocarbons). 
 
KEYWORDS: CEC; Methacrylate monolithic columns; Silver nanoparticles; 
UV initiation. 
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7.1. Introduction 
In recent years, the development of stationary phases based on organic 
polymer monolithic columns has attracted considerable attention due to 
advantages such as easy preparation, high permeability, and easy tuning of 
selectivity (Svec, 2012; Svec, 2003). Thus, its application to the fast separation 
of large molecules such as proteins, nucleic acids and synthetic polymers using 
micro/nano-HPLC (Wang, 1993; Petro, 1996; Gusev, 1999; Tojer, 2007; Levkin, 
2008; Li, 2009) has been described. These columns are especially attractive for 
its use in capillary electrochromatography (CEC), since some of the problems 
(presence of retaining frits, bubble formation during operation) associated to the 
use of packed columns in CEC are ruled out (Svec, 2003; Eeltink, 2007; Legido-
Quigley, 2003). The success of these chromatographic supports has also 
enhanced their application to microfluidic devices (Yu, 2002). 
Among polymeric supports, acrylate and methacrylate-based materials 
have proven to be excellent as stationary phases, with outstanding chemical 
stability over a broad pH-range (Ngola, 2001; Barrioulet, 2005; Cantó-Mirapeix, 
2009; Peters, 1997; Peters, 1998; Eeltink, 2005; Eeltink, 2006). These monoliths 
are often prepared by one-step polymerization of a mixture containing one or 
more than one functional monomers, also including a cross-linker, porogenic 
solvents and an initiator. Polymerization can be initiated thermally (Peters, 1997; 
Peters, 1998; Eeltink, 2005; Geiser, 2007), by irradiation within the UV (Ngola, 
2001; Geiser, 2007; Faure, 2007; Bernabé-Zafón, 2010) or γ-ray (Sáfrány, 2005) 
regions or chemically (Cantó-Mirapeix, 2009). However, UV irradiation, which 
is faster than other initiation ways, and provides a spatial and temporal control of 
the polymerization reaction, is frequently preferred (Yu, 2002; Ngola, 2001; 
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Geiser, 2007; Faure, 2007). The monolith morphology largely depends on 
polymerization conditions with interrelated variables, such as initiation way and 
temperature, and composition of the polymerization mixture (porogenic solvents 
and ratios of monomers/crosslinker and monomers/porogens) (Eeltink, 2007; 
Peters, 1997; Peters, 1998; Eeltink, 2005). Another approach developed to tailor 
chromatographic properties is control of the surface chemistry of the monoliths. 
This has been generally achieved using either direct copolymerization of 
functional monomers (Wang, 1993; Peters, 1998) or chemical modification of 
preformed reactive monoliths (Xie, 1997; Petro, 1997), including grafting of 
functional molecules onto the inner surface of pores (Viklund; 2001; Rohr, 
2003). 
Nanomaterials are usually defined as materials having dimensions of the 
order of 100 nm or less in at least one dimension (Buzea, 2007). Due to their 
unique features, derived from the large surface-to-volume ratios, to the 
possibility of fine tuning of properties (optical, magnetic, etc.) by going from 
macro to nano dimensions, and the chance of finding emerging properties and 
applications, the use of nanoparticles in separation science is rapidly growing 
(Zhang, 2006; Nilsson, 2007). It is well known that silver nanoparticles (AgNPs) 
have superior properties relative to other nanostructured metal particles, such as 
their beneficial electrical conductivities (Chang, 1995), antimicrobial effects 
(Feng, 1999) and optical properties (Fritzsche, 1998); however, these have not 
been used extensively for analytical applications. Thus, the use of AgNPs as the 
matrix and affinity probes for the analysis of peptides and proteins (Hua, 2007), 
sulfur drugs and biothiols (Shrivas, 2008-B) in matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-MS) has been reported. These 
nanostructures have also used as preconcentrating supports for the liquid-liquid 
microextraction of hydrophobic peptides and proteins from biological samples 
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(Shrivas, 2008-A). Owing to its surface plasmon resonance, AgNPs suspended in 
the BGE (Prikryl, 2012) or photodeposited (Nirode, 2000) on the inner wall of 
capillary have been employed for on-column surface-enhanced Raman 
spectroscopy (SERS) detection in CE. Also, the use of poly(ethylene oxide)-
stabilized AgNPs has been reported as effective pseudostationary phase for CE 
separation of proteins (Qin, 2009). Then, the combination of specific features of 
AgNPs with monolithic column technology could be an attractive way to obtain 
novel stationary phases for separation techniques. 
Within the field of polymer monoliths, few studies have been reported 
related to the preparation and evaluation of nanocomposite materials as 
chromatographic supports. Thus, methacrylate columns with latex nanoparticles 
have been introduced for the separation of saccharides (Hilder, 2004) and in ion 
chromatography (Hutchinson, 2005; Zakaria, 2005; Glenn, 2007). Also, carbon 
nanotubes and fullerenes have been incorporated to these monoliths to afford 
capillary columns for HPLC and CEC (Li, 2005; Chambers, 2011-A; Chambers, 
2011-B). Regarding to metallic nanoparticles, monoliths with pores coated with 
gold nanoparticles have recently been described (Xu, 2010; Cao, 2010; Connolly, 
2010; Guerrouache, 2012; Lv, 2012) and used to preconcentrate thiol containing 
peptides and to separate proteins (Xu, 2010; Cao, 2010), while monoliths with 
embedded hydroxyapatite nano-needles have proved be useful in the extraction 
of phosphorylated peptides in complex protein digests (Krenkova, 2010). In spite 
of the potential of nanoparticles (i.e. exchangeable chemistries in monoliths), 
except for gold nanoparticles, the use of AgNPs in monoliths has been scarcely 
investigated. Liu et al. (2011) have described the preparation of AgNP-trapped 
monoliths for high-sensitivity SERS detection. However, the development of 
monoliths modified with AgNPs for chromatographic purposes has not been 
explored. 
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In general, there are two synthetic approaches of silver-polymer 
nanostructures: in situ and ex situ methods (Carotenuto, 2004). The ex situ 
method involves AgNPs formation first, followed by dispersion into a polymer 
matrix. In the in situ approach, AgNPs can be generated inside a polymer by 
chemical or photochemical reduction of metallic precursor which is dissolved in 
the polymer or the polymerization mixture. 
In this work, monolithic capillary columns with embedded AgNPs have 
been developed and its application in chromatographic area investigated. For this 
purpose, both incorporation approaches of AgNPs were explored. The 
nanoparticles were incorporated into the monoliths by photogeneration by UV 
irradiation during polymerization process (in situ approach), or commercial 
AgNPs were also embedded into the polymer by simply admixing them with the 
components of the polymerization mixture before UV irradiation (ex situ 
approach). The influence of AgNPs content on the monolith morphology was 
explored using electronic microscopic techniques, and neutral compounds 
(sterols, fatty acid methyl esters, tocopherols and PAHs) were used as test 
solutes, to investigate performance of the modified monoliths in CEC 
separations. Differences in separation performance between lauryl methacrylate 
monoliths without and with AgNPs were discussed. Also, a comparison between 
in situ and ex situ alternatives was carried out. The run-to-run and column-to-
column reproducibilities of monoliths with embedded AgNPs were also studied. 
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7.2. Experimental section 
7.2.1. Chemicals and materials 
Lauryl methacrylate (LMA), ethylene dimethacrylate (EDMA), [2-
(methacryloyloxy)ethyl] trimethyl ammonium chloride (75% in water, META), 
1,4-butanediol and 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate from Aldrich 
(Milwaukee, WI, USA); 2-propanol, ACN, methanol (MeOH), ethanol (EtOH) 
and acetone from Scharlab (Barcelona, Spain); azobisisobutyronitrile (AIBN), 
butylated hydroxytoluene (BHT), tris (hydroxymethyl) aminoethane (Tris) and 
ammonium hydrogen difluoride (NH4HF2) provided by Fluka (Buchs, 
Switzerland); hydrochloric acid (37 %), potassium nitrate and silver nitrate from 
Panreac (Barcelona, Spain); commercial silver nanoparticles (AgNPs) (< 100 
nm), cholesterol, α-, δ-tocopherol (δ-T), α-tocopherol acetate (δ-T-AcO), fatty 
acid methyl esters (FAMEs) with 1 to 3 double bonds (oleic (C18:1), linoleic 
(C18:2) and linolenic (C18:3)) from Sigma (Madrid, Spain); thiourea and 
polyaromatic hydrocarbons (PAHs) including naphthalene, fluorene, anthracene, 
benz[a]anthracene, benzo[k]fluoranthene and pyrene from Riedel de Haën 
(Seelze, Germany); and ergosterol and β-sitosterol from Acros Organics (Morris, 
Plains, NJ, USA), were used. Deionized water was obtained with a Barnstead 
deionizer (Sybron, Boston, MA, USA). The monoliths were polymerized inside 
fused-silica capillaries of 33.5 cm length and 375 µm O.D. × 100 µm I.D. with 
UV-transparent external coating (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA). 
 
7.2.2. Instrumentation 
CEC experiments were performed on an HP3DCE instrument (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a diode-array UV detector, 
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and connected to an external nitrogen pressure supply. Data acquisition was 
performed with the ChemStation Software (Rev.A.10.01, Agilent). Prior to use, 
all mobile phases for CEC were degassed with a D-78224 ultrasonic bath (Elma, 
Germany). To photoinitiate polymerization, the capillaries were placed into an 
UV crosslinker (model CL1000) from UVP Inc. (Upland, CA, USA) equipped 
with five UV lamps (5  8 W, 254 nm). SEM photographs of monolithic 
materials were taken with a scanning electron microscope (S-4100, Hitachi, 
Ibaraki, Japan) provided by a field emission gun, a back-secondary electron 
detector, an EMIP 3.0 image data acquisition system. A Hitachi S-4800 
integrated with backscattered electron detector and a QUANTAX 400 energy 
dispersive spectrometer (Bruker, Germany) was employed to obtain 
SEM/backscattered electron (BSE) images and energy dispersive X-ray (EDAX) 
analysis. For these measurements, the monoliths were coated with a very thin-
layer of conductive carbon instead of Au/Pd coating. Transmission electron 
microscopy (TEM) images of monoliths with AgNPs were obtained using a Jeol 
(Tokyo, Japan) model JEM-1010 microscope operated at 100 kV. To prepare the 
monoliths for TEM, the silica wall of the capillaries was first removed according 
to the protocol described by Turiel et al. (2007). Briefly, to etch away the silica 
wall the capillaries, cut in a 1 cm pieces, were submerged in 3 M aqueous 
NH4HF2 for 12 h under magnetic stirring. Then, the monolith was further cut and 
dispersed in EtOH by sonication. A 0.05 mL aliquot of this suspension was 
placed on 200-mesh Cu grids coated with an amorphous holey carbon film, and 
EtOH was evaporated. Images were obtained using a MegaView III camera and 
the AnalySIS image data acquisition system. 
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7.2.3. Preparation of silver nanoparticles 
A solution of 50 mM AgNO3 (dissolved in EtOH) was prepared and used 
for the in situ generation of AgNPs during polymerization of the monomers. 
Also, a suspension of 50 mM (0.54 wt% Ag) of commercial AgNPs in EtOH was 
prepared and sonicated for 10 min immediately before its incorporation to the 
polymerization mixture. In the in situ and ex situ approaches, silver concentration 
in the polymerization mixture was increased. In the in situ approach, in order to 
evaluate the influence of the Ag(I) cation on the performance features of 
resulting monoliths, 50 mM KNO3 solution in EtOH was also prepared and used 
to substitute AgNO3 in the polymerization mixture. 
 
7.2.4. Preparation of polymeric monolithic with embedded AgNPs 
To ensure covalent attachment of monolithic beds to the inner capillary 
wall, the wall surface was previously modified with 3-(trimethoxysilyl)propyl 
methacrylate (Peters, 1998). Monoliths were prepared from polymerization 
mixtures obtained by weighing appropriate amounts of LMA, EDMA and META 
as monomers, 1,4-butanediol and 2-propanol as porogenic solvents, and AIBN as 
initiator. As indicated above, the monoliths were also prepared in the presence of 
increasing percentages of either AgNO3, KNO3 or commercial AgNPs. In all 
cases, polymerization mixtures were sonicated for 10 min and purged with 
nitrogen for 10 more min. The capillaries were filled with the mixture up to a 
length of 8.5 cm. Photo-polymerization was accomplished by irradiation of the 
capillaries within the UV crosslinker at 0.9 J/cm2 for 10 min. After 
polymerization and using an HPLC pump, the resulting columns were flushed 
first with methanol, thus to remove the pore-forming solvents and any possible 
unreacted components, and then with mobile phase. 
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The conversion efficiency of LMA-based monoliths was evaluated 
according to the procedure reported by Nischang et al. (Nischang, 2010), giving 
a monomer conversion higher than 98%.  
 To evaluate the conversion of AgNO3 to Ag in situ approach, a batch 
polymerization of the mixtures was carried out in a 5 mL glass vial. Once the 
photopolymerization process was completed, the monolithic material was washed 
vigorously with methanol. This fraction was collected and the residual Ag 
concentration was evaluated by ICP-MS (Perkin-Elmer Sciex® ELANTM 5000 
ICP-MS spectrometer, Toronto, Canada). High yields (ca. 96%) in the 
conversion of silver ions into metal (AgNPs) were achieved.  
 
7.2.5. CEC procedures 
After flushing the columns with mobile phase, these were placed in the 
CEC instrument and equilibrated with mobile phase by applying a stepwise 
increase in voltage from 5 up to 25 kV, until a stable current and a flat baseline 
were observed. Separations were performed at 25 ºC at several voltages. In all 
cases, nitrogen was used to pressurize both the inlet and outlet vials at 1 MPa. To 
prepare mobile phases, an aqueous 100 mM Tris buffer, adjusted at pH 8.0 with 1 
M HCl, was used. Attending to the solubility of the selected probes, the mobile 
phases were prepared by mixing this buffer with ACN, MeOH or 2-propanol at 
different volume ratios. In all cases, the final concentration of Tris buffer was 5 
mM. To evaluate the CEC performance of columns, several test mixtures were 
used. Thus, a stock solution of sterols (5 mg mL-1) was prepared in 2-propanol 
and kept at -20 ºC in amber vials until use. Working solutions of sterols (1 mg 
mL-1) were made by dilution of the stock solution with mobile phase. Standard 
FAMEs (1 mg mL-1) were prepared in ACN, and then properly diluted (at 100 µg 
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mL-1) with mobile phase. A stock solution of tocopherols (Ts) was also prepared 
at 1 mg mL-1 in MeOH containing 0.1% BHT to prevent oxidation; this solution 
was kept at -20°C in amber vials. Test mixtures (200 µg mL-1) were daily 
prepared by dilution of this stock solution with mobile phase containing thiourea 
(100 µg mL-1) as EOF marker. Also, a test mixture containing PAHs (100 µg mL-
1 of each hydrocarbon) was prepared in mobile phase. Detection was set at 192 
(FAMEs), 205 (Ts), 210 (sterols) and 214 nm (PAHs). 
 
7.3. Results and discussion 
7.3.1. Studies of LMA-based monolithic columns with embedded in situ 
generated AgNPs 
The conditions to prepare photopolymerized LMA-based monoliths were 
adapted from previous work (Lerma-García, 2007). Briefly, the selected 
composition of the polymerization mixture was constituted by LMA (23.7 wt%), 
EDMA (16.2 wt%), META (0.1 wt%), 1,4-butanediol (10 wt%) and 1-propanol 
(50 wt%) as porogens, and AIBN (1 wt% respect to monomers) as initiator. 
Increasing AgNO3 concentrations (0.05-0.4 mM) were added to this 
polymerization mixture to generate AgNPs by Ag(I) reduction under UV 
irradiation during polymerization. The presence of AgNPs into the monoliths was 
confirmed by TEM measurements. A representative image of a LMA monolith 
polymerized in the presence of 0.2 mM AgNO3 is shown in Fig. 7.1. Metallic 
nanoparticles with a wide size distribution (40-80 nm) were clearly distinguished. 
Similar images also showing AgNPs within the same size range were obtained 
with the monoliths prepared with other AgNO3 contents.  
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Figure 7.1. TEM image of an LMA monolith containing AgNPs obtained 
from polymerization mixture containing 0.2 mM AgNO3. 
SEM pictures of these monolithic beds were also taken (Fig. 7.2). As it 
can be seen, in comparison to the monolith prepared in the absence of AgNO3 
(Fig. 7.2A), the monoliths polymerized in the presence of increasing AgNO3 
concentrations (see Fig. 7.2B as representative example) did not show significant 
changes in the macropore and globule size. However, when SEM micrographs 
were taken with a BSE detector, the presence of AgNPs (white spots distributed 
randomly) was evidenced in monoliths prepared with AgNO3 (Fig. 7.2C). EDAX 
analysis also indicated the presence of Ag (Fig. 7.2D). The low presence of 
AgNPs detected into the surface could be probably attributed to that few of them 
were partly embedded and protruding from the surface monolith. Then, most of 
AgNPs were embedded into the monolith. 
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A B
C D
 
Figure 7.2. SEM micrographs of LMA monoliths prepared (A) in the 
absence of AgNPs and with AgNPs generated by (B) the in situ (0.1 mM 
AgNO3 in the polymerization mixture) Part (C) is a SEM/BSE image of 
monolith shown in (B) and its corresponding EDAX spectra (D). The white 
spots (encircled) are the AgNPs. 
Next, the influence of in situ generated AgNPs on the separation of sterols 
was studied. As shown in Fig. 7.3 (from 7.3A to 7.3D), when the AgNO3 
concentration was increased (from 0 to 0.2 mM), an increase in EOF mobility 
(from 7.43·10-9 to 1.48·10-8 m2 V-1 s-1) and a decrease in k-values (i.e. from 0.60 
to 0.17 for ergosterol) were observed, being the chromatographic performance 
also modified. Thus, the resolution among ergosterol, cholesterol and β-sitosterol 
increased from the monolith prepared with 0.05 mM (Fig. 7.3B) to that prepared 
with 0.1 mM AgNO3 (Fig. 7.3C); however, the resolution surprisingly decreased 
for 0.2 mM AgNO3 (Fig. 7.3D). Monoliths prepared in the presence of higher 
AgNO3 concentrations (0.4 mM) showed coelution of all sterols which appeared 
Capítulo 7. LMA monoliths with embedded silver nanoparticles for CEC 
 
 
 
213 
 
as a single band (data not shown). Also, van Deemter curves for sterols were 
obtained using the LMA monolith modified in absence of Ag and with AgNPs 
(obtained with 0.1 mM AgNO3). Minimum plate heights comprised between 
28.2-57-8 µm and 16.7-39.2 µm were obtained, respectively. However, the 
former monolith showed lower mass-transfer contributions (C-term) than that 
obtained in absence of AgNO3, with ranges of 13.7-28.9 ms and 20.2-44.8 ms, 
respectively. This fact suggests that the incorporation of AgNPs into the 
monolith provided beds (once optimized the AgNPs content) with lower C-term 
than its counterparts in absence of Ag. The efficiency values obtained were 
similar to those reported (16.4-34.7 µm) (Lerma-García, 2008) for LMA beds 
polymerized in absence of AgNPs for the analysis of sterols. It should be noted 
that the experimental conditions described here were not optimized for sterol 
analysis, since the work is focused on the influence of AgNPs on the 
performance of monolithic columns. 
Regarding to the elution order, the sterols along this series followed the 
order reported for a RP-HPLC mode (Abidi, 2001), where the separation is given 
according to the length of the alkyl chain and the number of double bonds. Thus, 
the less hydrophobic sterol was ergosterol (three double bonds) followed by 
cholesterol (one double bond) and -sitosterol (one double bond and presence of 
a 24-ethyl group in side chain). However, in spite of the affinity of Ag towards 
double bonds, the effect of the AgNPs was not enough to increase the retention 
of unsaturated compounds but rather to improve resolution (from 0 to 0.1 mM 
AgNO3). Nevertheless, the drastic reduction (depicted at 0.2 mM AgNO3) in 
separation quality was quite surprising. This fact could be explained by the 
polarity introduced by AgNO3 during the polymerization process. 
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Figure 7.3. Influence of the incorporation of AgNPs to the LMA monoliths 
by in situ approach on the CEC separation of sterols: (A) in the absence of 
AgNPs, (B) with 0.05 mM, (C) 0.1 mM and (D) 0.2 mM AgNO3. Working 
CEC conditions: mobile phase, 85:10:5 (v/v/v) ACN-2-propanol-water 
containing 5 mM Tris at pH 8.0; electrokinetic injection at 10 kV for 2 s; 
separation voltage, 20 kV. Peak identification: 1, thiourea; 2, ergosterol; 3, 
cholesterol; 4, -sitosterol. 
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In order to confirm this latter assumption, polymerization mixtures 
containing KNO3 instead of AgNO3 were prepared. In this way, the effect of 
replacing Ag+ by K+ while keeping the same NO3- concentration during 
polymerization was examined. For this purpose, both the morphological and 
chromatographic properties of the monolith were studied. Thus, variations in 
KNO3 content (0.05-0.4 mM) did not produced appreciable changes on 
morphological properties of monoliths; however, a significant reduction (ca. 1.5 
to 2-fold respect to its counterparts prepared with the same AgNO3 
concentrations) in retention of sterols, which appeared as a single unresolved 
band for the monoliths prepared with large KNO3 concentrations, was observed 
(data not shown). Therefore, both changes in resolution and retention observed in 
Fig. 7.3B to 7.3D should be attributed to the presence of AgNPs in monolith. 
Similar results were obtained for a series of FAMEs with different number 
of double bonds. Thus, comparative experiments without Ag (Fig. 7.4A) and 
with AgNO3 (Fig. 7.4B) showed that the efficiencies and resolution between 
FAME peak pairs in LMA monoliths without AgNPs were lower than those 
prepared with AgNPs (Table 7.1).  
Regarding to the elution order obtained, it was also consistent with other 
studies on FAMEs with RP-packed columns (Dermaux, 1999). Consequently, 
these experiments confirm that the hydrophobic interaction governs the elution 
order, and that the presence of AgNPs leads to an improvement in the separation 
performance. 
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Table 7.1. Efficiency and resolution of LMA monoliths without AgNPs and 
containing AgNPs (prepared in situ with 0.1 mM AgNO3). 
Solutes LMA without AgNPs  LMA with AgNPs 
 N (plates/m) Rsa  N (plates/m) Rsa 
C18:3 19900 -  29100 - 
C18:2 22000 2.3  45500 3.0 
C18:1 15100 3.0  53400 5.0 
 
Experimental conditions given in Fig. 7.4. 
a Resolution was calculated between adjacent peaks. 
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Figure 7.4. CEC separation of a mixture of FAMEs using monoliths 
prepared (A) in the absence of AgNPs, and (B) with AgNPs obtained by in 
situ reduction of 0.1 mM AgNO3. CEC conditions: mobile phase, 80:20 
(v/v) ACN-water containing 5 mM Tris at pH 8.0; electrokinetic injection, 
10 kV for 3 s; separation voltage, 20 kV. Peak identification: 1, C18:3; 2, 
C18:2; 3, C18:1. 
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The performance of LMA-based columns embedded with AgNPs was also 
evaluated using other neutral compounds, including tocopherols and PAHs. As 
shown in Fig. 7.5, in comparison to the column prepared without AgNO3 (Fig. 
7.5A), the presence of AgNPs (Fig. 7.5B) led to a reduction in retention of 
tocopherols, which could be explained by considering the polarity effect 
mentioned above. On the other hand, an improvement in the efficiency was also 
observed, which was consistent with that observed for sterols and FAMEs. 
Similar results were achieved for PAHs (data not shown). 
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Figure 7.5. CEC separation of a mixture of tocopherols using monoliths 
prepared (A) in the absence of AgNPs, and (B) with AgNPs obtained by in 
situ reduction of 0.1 mM AgNO3. CEC conditions: mobile phase, 95:5 (v/v) 
MeOH-water containing 5 mM Tris at pH 8.0; electrokinetic injection, 25 
kV for 3 s; separation voltage, 25 kV. Peak identification: 1, thiourea; 2, 
BHT; 3, δ-T; 4, α-T; 5; α-T-AcO. 
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7.3.2. Studies of LMA-based monolithic columns with embedded AgNPs 
obtained by the ex situ approach 
The incorporation of AgNPs prepared ex situ to the polymerization 
mixture was also studied. Dispersions containing AgNP concentrations ranging 
between 0.05 (5.410-4 wt%) and 0.2 (2.210-3 wt%) mM were tested. As shown 
in the SEM pictures of the monoliths (Figs. 7.6A and B) a slight increase in the 
size of flow-through pores at increasing AgNP concentrations was observed. 
These changes were consistent with the variation obtained in the EOF values 
commented below. SEM/BSE images and EDAX analysis of monoliths were also 
done (data not shown). Similar results than those obtained for monoliths prepared 
by in situ approach (Fig. 7.2C) were found.  
A B
 
Figure 7.6. SEM micrographs of LMA monoliths prepared by ex situ 
approach: (C) 0.05 mM and (D) 0.2 mM AgNPs. 
Fig. 7.7 shows the influence of the presence of AgNPs incorporated to the 
monolith by the ex situ approach on the separation of sterols. With increasing 
AgNPs concentrations, a reduction in EOF (ca. 1.8-fold from 0.05 to 0.2 mM 
Ag) was evidenced. Also, a loss of resolution with a concomitant slight increase 
in analysis time was obtained. This chromatographic behaviour and 
morphological changes could be explained by considering that the formation of 
monolithic bed is dependent on the solubility of AgNPs in the polymerization 
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medium. Thus, at 0.05 mM, the AgNPs were satisfactorily dispersed in 
polymerization mixture giving good solvating conditions for the growing 
polymers (Fig. 7.6A); however, when the AgNP concentration increased from 
0.05 to 0.2 mM (in the dispersion), the AgNPs tended to collapse giving 
monoliths with wide flow-through channels (Fig. 7.6B). The CEC performance 
of monoliths containing AgNPs prepared by the in situ and ex situ approaches 
was compared. At 0.05 mM Ag, the ex situ approach gave rise to satisfactory 
separations of sterols (Fig. 7.7A) whereas the monoliths prepared by the in situ 
approach using 0.05 mM AgNO3 showed low resolution of most sterol pairs 
(Fig. 7.3B). However, with more than 0.1 mM Ag, the monoliths prepared by the 
ex situ approach led to worse separations (Fig. 7.7B-C) than those prepared by 
the in situ approach (Fig. 7.3C or 7.3D). In the ex situ approach, the loss of 
resolution could be explained by changes in monolith morphology induced by the 
possibility of segregation of the AgNPs suspension in the polymerization mixture 
as commented above. On the other hand, morphological changes were not 
observed in monoliths prepared by the in situ approach when the AgNO3 
concentration was increased.  
Similar comments could be extended to the separation of FAMEs using 
LMA monoliths with embedded ex situ AgNPs (data not shown). The 
performance of monoliths obtained by the in situ and ex situ approaches was also 
evaluated using a set of six PAHs (Fig. 7.8). As observed for columns prepared 
at the same Ag concentration, the columns obtained by the in situ approach (Fig. 
7.8A) gave baseline resolution of all PAHs, whereas resolution was rather worse 
when the ex situ approach was used (Fig. 7.8B). However, under their respective 
optimal AgNPs contents, both approaches showed similar separation 
performances (Fig. 7.8A and 7.8C). 
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Figure 7.7. Influence of AgNPs incorporated to the monolith by ex situ 
approach on the CEC separation of sterols: (A) 0.05 mM, (B) 0.1 mM and 
(C) 0.2 mM AgNPs. Peak identification and other details as in Fig. 7.3. 
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Figure 7.8. Influence of AgNPs on the CEC separation of PAHs: (A) 
monolith prepared by the in situ approach (0.1 mM AgNO3); (B) and (C) 
monoliths obtained by ex situ approach (0.1 and 0.05 mM AgNPs, 
respectively). CEC conditions: mobile phase, 80:20 (v/v) ACN-water 
containing 5 mM Tris at pH 8.0; electrokinetic injection, 5 kV for 3 s; 
separation voltage, 20 kV. Peak identification: 1, thiourea; 2, naphthalene; 
3, fluorene; 4, anthracene; 5; pyrene; 6, benz[a]anthracene; 7, 
benzo[k]fluoranthene. 
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7.3.3. Reproducibility of monoliths with embedded AgNPs 
The repeatability and reproducibility of LMA monolithic columns with 
embedded AgNPs prepared using both approaches (in situ and ex situ) were 
examined. For this purpose, polymerization mixtures that provided the optimal 
separation performance in each approach were selected. Several 
electrochromatographic parameters were evaluated. The run-to-run repeatability 
was evaluated from six injections of the sterol test mixture at 20 kV, while the 
column-to-column reproducibility was calculated from the results obtained with 
three columns prepared from the same polymerization mixture. The batch-to-
batch reproducibility was estimated from three batches of three columns each. As 
observed in Table 7.2, for the tested chromatographic parameters, the in situ 
approach gave RSD values comprised between 1.9% and 7.4%, whereas the ex 
situ ranged between 1.2% and 8.5%. Consequently, similar and satisfactory 
repeatabilities and reproducibilities were obtained for both approaches. 
 
7.4. Concluding remarks 
We have shown that the incorporation of AgNPs to LMA monoliths by the 
in situ and ex situ approaches modifies the chromatographic properties, 
constituting a promising way to tailor stationary phases suitable for CEC. For the 
in situ approach, the addition of AgNO3 to the polymerization mixture produced 
small changes in monolith morphology; however at contents above 0.2 mM led 
to a decrease in separation performance. For ex situ approach, changes in 
monolith morphology were evidenced, which could be due to the segregation of 
AgNPs at large concentrations. Then, silver concentration is an important factor 
for each approach. The presence of AgNPs embedded into the LMA monoliths 
did not affect the elution order of analytes; however it led to an improvement in 
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the separation performance. A comparison in terms of CEC performance was 
done for both approaches. Under respective optimum conditions, both 
approaches gave similar performance, although the in situ approach is not limited 
by difficulty to control the particle dispersion and is accomplished in one step. 
Additionally, the monoliths obtained by both methodologies exhibited 
satisfactory reproducibilities in their electrocromatographic behaviour.  
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ABSTRACT: The preparation of polymeric monoliths with embedded carboxy-
modified single walled carbon nanotubes (c-SWNTs) and its use for capillary 
electrochromatography (CEC) is described. Carbon nanotube composites were 
obtained by preparing a polymerization mixture in the presence of increasing c-
SWNT concentrations, followed by UV initiation. The novel stationary phases 
were studied by optical microscopy, SEM, TEM and Raman. Using short UV-
polymerization times, the optimized porogenic solvent (a binary mixture of 1,4-
butanediol and 2-propanol) gave rise to polymeric beds with homogenously 
dispersed embedded c-SWNTs. The CEC features of these monoliths were 
evaluated using polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), and chiral compounds. The monolith prepared in 
the presence of c-SWNTs showed enhanced resolution of the text mixtures, 
including a remarkable capability to separate enantiomers.  
 
KEYWORDS: Carboxylic carbon nanotubes; Methacrylate monolithic 
columns; UV initiation; CEC; chiral separations. 
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8.1. Introduction 
In recent years, the development of novel stationary phases to improve the 
performance of separation techniques is a target research topic. In this context, 
organic-polymer based monoliths provide a smart alternative owing to the ease of 
their preparation, good permeability and flexibility regarding to selectivity (Svec, 
2005; Lämmerhofer, 2003). They are prepared in situ by thermal (Peters, 1998; 
Eeltink, 2005; Chen, 2012; Gölgelioglu, 2013), photoinduced (Geiser, 2007; 
Faure, 2007; Bernabé-Zafón, 2009; Chizzali, 2011) or chemical (Cantó-
Mirapeix, 2008; Cantó-Mirapeix, 2009) polymerization of a mixture that contains 
one or more functional monomers, a cross-linking agent, a porogenic solvent and 
an initiator. Monolithic columns have been extensively used to separate large 
biomolecules in complex samples (Levkin, 2008; Li, 2011). However, due to the 
lack of small pores in the monolithic structures, its application to the separation 
of small molecules has been scarce. Then, the design of novel monolithic 
materials for the separation of small molecules constitutes a demanding 
challenge in separation science. 
Due to their special physicochemical and mechanical properties, carbon 
nanotubes (CNTs) have received much attention since its discovery 
(Trojanowicz, 2006; Valcárcel, 2007; Ren, 2011; Herrera-Herrera, 2012). The 
two main types of CNTs are single-walled (SWNTs) and multi-walled (MWNTs) 
(Iijima, 1993). Both SWNTs and MWNTs have been successfully used as 
sorbents in solid-phase extraction (Herrera-Herrera, 2012; Valcárcel, 2008) and 
microextraction (Herrera-Herrera, 2012; Valcárcel, 2008), as stationary phases in 
gas chromatography (GC) (Reid, 2009), liquid chromatography (LC) (Herrera-
Herrera, 2012; Zhang, 2006) and capillary electrochromatography (CEC) 
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(Luong, 2005; Sombra, 2008; Chen, 2010; Pauwels, 2012), and as 
pseudostationary phases in capillary electrophoresis (CE) (Pauwels, 2012; 
Suárez, 2007-A; Moliner-Martínez, 2007; Moliner-Martínez, 2009).  
Then, the combination of monolithic column technology and the specific 
features of CNTs is an attractive way of obtaining novel stationary phases with 
enhanced performances. Thus, Li et al. (Li, 2005) have studied the incorporation 
of pretreated SWNTs into a vinylbenzyl chloride-based monolithic column for 
micro-LC and CEC. MWCNTs have been also incorporated into polymerization 
mixtures containing glycidyl methacrylate (Chambers, 2011; Wang, 2013) and 
benzyl methacrylate (Aqel, 2012) as bulk monomers. The presence of CNTs in 
the polymeric matrix improved the efficiency and enhanced retention of 
capillary/nano-LC separations. However, CNTs are insoluble or poorly soluble in 
most common solvents, which constitute a major drawback to achieve 
homogeneous CNT dispersion in the polymerization mixtures. Further, monoliths 
containing CNTs have been usually prepared by thermal polymerization, which 
involves rather long reaction times (20-24 h). This undoubtedly favours CNTs 
sedimentation in the polymerization mixture.  
Many efforts have been made to improve CNTs dispersibility, and several 
strategies including functionalization have been reported. A non-
functionalization strategy, proposed by Svec et al. (Chambers, 2011), consists in 
increasing the polymerization temperature of the polymer matrix; however, the 
CNTs were not fully dispersed in the mixture, and the monoliths cracked at large 
CNT contents. Zhou et al. (Zhou, 2013) reported a novel approach for dispersing 
MWNTs into methacrylate monoliths. Thus, partially polymerized oligomers 
were used as a host for supporting the MWNTs, followed by in situ final 
polymerization. In another approach, surfactants were used to promote CNT 
suspension (Moliner-Martínez, 2009). Functionalization of the CNT surfaces by 
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partial oxidation or carboxylation before polymerization has been also proposed 
(Chen, 2002; Song, 2007; Choi, 2013). Thus, carboxylated SWCNTs (c-
SWCNTs) have been used as a pseudostationary phase to improve CE 
separations (Wang, 2003). The use of carboxylated MWCNTs (c-MWCNTs) to 
enhance separations has also been described (Xiong, 2006).  
In this work, homogenous methacrylate monolithic beds containing c-
SWNTs for CEC applications were prepared. For this purpose, a stable c-SWNTs 
suspension was first obtained in a suitable solvent. Then, polymerization was 
achieved by means of fast UV-initiation (Escrig-Doménech, 2013). To our 
knowledge, this initiating way in the presence of c-SWNTs has not been explored 
yet. The influence of the c-SWNTs on the morphological and CEC properties of 
the monoliths was also investigated. The monolithic columns were characterized 
by optical, SEM and TEM microscopy and by Raman spectroscopy, and their 
CEC performance was evaluated by separating different test solutes, including 
racemic pairs.  
 
8.2. Materials and methods 
8.2.1. Chemicals and materials 
Butylmethacrylate (BMA), ethylene dimethacrylate (EDMA), [2-
(methacryloyloxy)ethyl] trimethyl ammonium chloride (75% in water, META), 
1,4-butanediol, 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate, lauroyl peroxide (LPO), 
and ammonium bifluoride were from Aldrich (Milwaukee, WI, USA); 2-
propanol, acetonitrile (ACN) and methanol were from Scharlau (Barcelona, 
Spain); single-walled carbon nanotubes (SWNTs, 0.7-1.2 nm  2-20 m) were 
from Sigma (Madrid, Spain). Thiourea as electroosmotic flow (EOF) marker, 
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polyaromatic hydrocarbons (PAHs) (anthracene, fluorene, naphthalene, pyrene, 
benz[a]anthracene and benzo[k]fluoranthene) (Riedel de Haën, Seelze, 
Germany), non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (indomethacin, 
ketoprofen, tolmetin) (Aldrich), chiral compounds (N-3,5-dinitrobenzoyl-(R,S)-
leucine (DNB-Leu) and its corresponding isolated enantiomers, N-acetyl-R-
phenylalanine (N-Ac-(R)-Phe) and N-Ac-(S)-Phe) (Sigma) were used as probes. 
Deionized water was obtained with a Barnstead deionizer (Sybron, Boston, MA, 
USA). Fused-silica capillaries of 33.5 cm length and 375 µm O.D. × 100 µm I.D. 
with UV-transparent external coating (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, 
USA) were used. 
 
8.2.2. Instrumentation 
CEC experiments were performed on an HP3DCE instrument (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a diode-array UV detector 
and connected to an external nitrogen supply. Data acquisition was performed 
with ChemStation Software (Rev.A.10.01, Agilent). Prior to use, all mobile 
phases for CEC were degassed with a D-78224 ultrasonic bath (Elma, Germany). 
To photoinitiate polymerization, the capillaries were placed into an UV 
crosslinker chamber (model CL1000, UVP, Upland, CA, USA) equipped with 
five UV lamps (5  8 W, 254 nm). Optical microscope images were obtained 
with a binocular microscope Leica M165C equipped with a Leica IC80 HD 
digital camera (Leica, Wetzlar, Germany). SEM photographs of monolithic 
materials were taken with a scanning electron microscope (S-4100, Hitachi, 
Ibaraki, Japan) provided by a field emission gun, and an EMIP 3.0 image data 
acquisition system (Rontec, Normanton, UK). Transmission electron microscopy 
(TEM) images of monoliths without (control monolith) and with c-SWNTs were 
obtained using a Jeol (Tokyo, Japan) model JEM-1010 microscope operated at 
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100 kV. Previously, the silica wall of monolithic capillaries was removed 
according to Turiel et al. (Turiel, 2007). Briefly, the capillaries were cut and 
submerged in a stirred aqueous solution of 3 M NH4HF2 for 12 h which etched 
away the silica wall. Then, the monolith was cut into small pieces and dispersed 
in pure ethanol by sonication, and 0.05 mL of this suspension was placed on a 
200-mesh Cu grid coated with a holey amorphous carbon film. The ethanol was 
evaporated prior to TEM analysis. Images were obtained using a MegaView III 
camera provided with the AnalySIS image data acquisition system. FTIR spectra 
of powdered CNTs powder were obtained with a Jasco 4100 type A 
spectrophotometer (Jasco, Easton, MD) fitted with a single reflection attenuated 
total reflectance (ATR) accessory. Spectra were accomplished from 4000 to 500 
cm-1 in the absorbance mode at a 2 cm-1 resolution with 100 scans. Raman 
spectra of monolithic materials (confined within the capillary support) were 
obtained with an “in via” Renishaw spectrometer (Renishaw, Gloucestershire, 
UK), equipped with an Olympus microscope (Hamburg, Germany). Excitation at 
785 nm with a constant power of ca. 15 mW was used (Renishaw HPNIR laser). 
 
8.2.3. Preparation of c-SWNTs 
c-SWNTs were prepared following the procedure described by Suárez et 
al. (2007-A). Briefly, 100 mg of SWNTs were mixed with 20 mL of a 3:1 
H2SO4:HNO3 mixture. Then, the mixture was ultrasonicated (50 W, 60 Hz) 
during 90 min, highly diluted with water (up to 2 L) and filtered through a 0.45 
m cellulose acetate filter. The residue was washed with water, suspended in 25 
mL of 1 M HCl and sonicated for 45 min. Afterwards, the resulting c-SWNTs 
were filtered, washed with water and dried to air. Finally, the c-SWNTs were 
suspended in 2-propanol at 100 g mL-1, being this solution used for the 
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preparation of the CNT modified monolithic stationary phases. The c-SWNTs 
suspension was sonicated for 15 min immediately before use. 
ATR-FTIR was used to evaluate the functionalization of SWNTs. The 
ATR-FTIR spectra of unmodified SWNTs and functionalized c-SWNTs are 
shown in Fig. 8.1. The peak located at 1738 cm-1 in Fig. 8.1B was assigned to the 
acid carbonyl stretching mode (Sombra, 2008; Zhang, 2003). Besides, the bands 
at 1367 cm-1 and 1216 cm-1 were identified as the C-H bending and the C-O 
stretching modes, respectively. Thus, these bands confirmed the presence of 
COOH groups in the functionalized c-SWNT. According to literature data for 
CNTs treated with the same oxidation protocol, the density of carboxylic acid 
groups (given as mole% of COOH groups) on the c-SWNT was estimated to be 
ca. 1-2% (Hu, 2001; Marshall, 2006). 
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Fig. 8.1. ATR-FTIR spectra of unmodified SWNTs (A) and c-SWNTs (B). 
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8.2.4. Preparation of polymeric monolithic columns 
To ensure covalent attachment of the monolithic beds to the inner 
capillary wall, the wall surface was previously modified with 3-
(trimethoxysilyl)propyl methacrylate (Peters, 1998). Monoliths were prepared 
from polymerization mixtures obtained by weighing the appropriate amounts of 
BMA, EDMA and META as monomers, a binary mixture of 1,4-butanediol and 
2-propanol as porogenic solvents, and LPO as initiator. For the preparation of 
monolithic columns containing different contents of c-SWNTs, aliquots of the 
suspension containing 100 µg mL-1 of c-SWNTs in 2-propanol were taken. Next, 
different volumes of 2-propanol were added in order to keep constant the 
porogen composition and monomer/porogen ratio. The mixtures were sonicated 
for 10 min and purged with nitrogen for 10 more min. The silanized capillary 
was filled with the polymerization mixture up to a length of 8.5 cm. 
Polymerization was accomplished by irradiation of the capillaries within the UV 
crosslinker chamber at 0.9 J/cm2 for 10 min. After polymerization and using an 
HPLC pump, the resulting columns were flushed first with methanol, thus to 
remove the pore-forming solvents and any possible unreacted monomers, and 
then with the mobile phase. 
To obtain sufficient quantities of monolithic material for optical 
microscope images, polymerization of the same mixtures was carried out in 
quartz tubes (50 mm  3 mm i.d.). The tubes were filled with the polymerization 
mixture, sealed with parafilm and irradiated in the same conditions as the 
capillaries. Pieces of the quartz tubes with monolith inside were cut with a 
diamond blade and placed in the optical microscope. 
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8.2.5. CEC procedures 
After flushing, the columns were placed in the CEC instrument and 
equilibrated with mobile phase by applying a stepwise increase in voltage from 5 
up to 25 kV, until both a stable current and a flat baseline were observed. 
Separations were performed at 25 ºC at several voltages. In all cases, nitrogen 
was used to pressurize both the inlet and outlet vials at 1 MPa. An aqueous 
phosphate buffer (100 mM) was prepared and adjusted at pH 2.0. Mobile phases 
were prepared by mixing this buffer, water and ACN at different volume ratios. 
The final concentration of the phosphate buffer in the mixtures was always 5 
mM. To evaluate the CEC performance of columns, several solute test mixtures 
(PAHs, NSAIDs and chiral solutes) were used. In all cases, mixtures containing 
100 g/mL of each solute and thiourea as EOF marker were prepared in the 
mobile phase. The mixtures were injected electrokinetically using 5 kV for 3 s. 
Detection was set at 214 and 254 nm. 
 
8.3. Results and discussion 
8.3.1. Preparation and characterization of UV-polymerized monoliths with 
embedded c-SWNTs 
The conditions to prepare UV-polymerized BMA-based monoliths were 
adapted from our previous work (Bernabé-Zafón, 2009). As porogenic solvent, a 
mixture of 1,4-butanediol and 2-propanol was chosen, since this latter cosolvent 
showed a satisfactory SWNTs dispersibility (Li, 2005). The selected composition 
of the polymerization mixture was 40 wt% monomers (59.8 wt% BMA, 39.9 
wt% EDMA and 0.3 wt% META) and 60 wt% porogens (3.3 wt% 1,4-butanediol 
and 96.7 wt% 2-propanol) in the presence of a 0.3 wt% LPO. The c-SWNTs 
were well-dispersed in this mixture, giving rise to a homogenous and stable 
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suspension (see Fig. 8.2). After mixing, no precipitation was observed for at least 
2 h. Next, several monolithic columns were prepared by incorporating increasing 
c-SWNT amounts to the polymerization mixture (final concentration in the 
mixtures, 18-60 µg mL-1). To evaluate the morphology of the monoliths, optical 
microscopy, SEM, TEM and Raman spectroscopy were used. 
A B
 
Fig. 8.2. Porogenic mixture (3.3 wt% 1,4-butanediol and 96.7 wt% 2-
propanol) without c-SWNTs (A) and with 36 µg mL-1 c-SWNTs (B). 
Different studies have demonstrated a lack of homogenous distribution of 
CNTs in the polymeric matrices (Chambers, 2011; Zhou, 2013). The study of 
dispersion degree of c-SWNTs into the monolithic beds was made by optical 
microscopy, by using monoliths polymerized within 3 mm i.d. quartz tubes. A 
control mixture prepared without c-SWNTs was also polymerized. From the 
optical microscope images at 120 magnification, the cross sections of the control 
monolith showed a matrix with a continuous morphological structure (Fig. 8.3A), 
whereas the polymeric beds containing c-SWNTs showed rather uniform 
dispersions. Thus, random distributions of black spots due to the presence of 18 
and 60 µg mL-1 c-SWNTs can be observed in Figs. 8.3B and 8.3C, respectively. 
A thermally initiated monolith (60ºC for 20 h) containing 60 µg mL-1 c-SWNTs 
was also synthetized. As shown in Fig. 8.3D, for this monolith, the c-SWNTs 
were agglomerated at the bottom of the polymeric matrix (the lower side of the 
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lying tube), the rest of the material being free of the black spots (image not 
shown). These morphology differences can be explained as follows. Under UV 
initiation, polymerization kinetics and phase separation are much faster than 
under thermal polymerization, and the c-SWNTs have no time to fall to the 
bottom of the support. Thus, with UV-initiation a polymer network with 
homogenously embedded c-SWNTs results. On the contrary, by thermal 
initiation, the polymerization process is slow (approx. 20-24 h), thus, the c-
SWNTs have enough time to drop to the lower side of the column, where they 
form large aggregates.  
A B
C D
100 µm 100 µm
100 µm100 µm
 
Fig. 8.3. Optical microscope images of cross-section of monoliths prepared 
without c-SWNTs (A) and with 18 (B) and 60 µg mL-1 c-SWNTs (C) added 
to the polymerization mixture. Monoliths A-C were UV-polymerized for 10 
min at 0.9 J/cm2. Part D corresponds to the lower side of a monolith 
containing 60 µg mL-1 c-SWNTs which was obtained by thermal 
polymerization during 20 h. 
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Fig. 8.4 shows the SEM images of the UV-polymerized monoliths 
obtained both in absence and presence of 60 µg mL-1 of c-SWNT. As observed, 
the morphological differences between these two monoliths were small. 
Significant differences of globule size were not observed, although the monoliths 
with the large loads of c-SWNTs showed a lower number of void spaces (Fig. 
8.4B). The presence of c-SWNTs on the monolith surface was difficult to 
distinguish in these SEM pictures, since most of the c-SWNTs were located 
inside the polymer globules, only a few of them either protruding from the 
globule surfaces or crossing over two close points of the surface (Chambers, 
2011; Liu, 2006).  
A B
 
Fig. 8.4. SEM images of monoliths prepared from polymerization mixtures 
in the absence of c-SWNTs (A) and with 60 µg mL-1 c-SWNTs (B). 
Next, TEM images of monoliths with embedded c-SWNTs were obtained. 
As shown in Fig. 8.5A, the presence of c-SWNTs close to the surface of the 
polymer globules gave rise to black spots disrupting the surface continuity. A 
larger magnification image (Fig. 8.5B) of the globules suggested that the c-
SWNTs were mostly embedded within them. The darker regions could be due to 
either c-SWNTs protruding from the surface or crossing between close surface 
sites. These c-SWNTs could have parts of them exposed to the mobile phase, 
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others being covered by thin films of polymer. This finding was consistent with 
other reported data (Chambers, 2011; Aqel, 2012). The SEM and TEM images of 
the other monoliths prepared with different c-SWNTs contents were closely 
similar to that shown in Figs. 8.4 and 8.5 (data not shown).  
A B
 
Fig. 8.5. TEM images of a monolith prepared from a polymerization 
mixture containing 18 µg mL-1 c-SWNTs and observed with a lower (A) 
and a higher magnification (B). 
Raman spectra of c-SWNTs material and the monoliths prepared in the 
absence and presence of c-SWNTs are shown in Fig. 8.6. As observed, peaks G 
(1588 cm-1) and D (1308 cm-1), which are characteristic of carbon graphite 
vibrations (see Fig. 8.6C), were evidenced only in the spectrum of the monolith 
having embedded c-SWNTs (Fig. 8.6B). Similar results were found for the other 
monoliths prepared at increasing c-SWNTs concentrations (spectra not shown).  
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Fig. 8.6. Raman spectra of BMA monoliths prepared in the absence of c-
SWNTs (A), with 18 µg mL-1 c-SWNTs (B); trace (C) is a Raman spectra of 
the c-SWNTs material. 
 
8.3.2. CEC performance of UV-polymerized monoliths with embedded c-
SWNTs 
The CEC performance of the monolithic columns containing embedded c-
SWNTs was evaluated using test solutes. The electrochromatograms obtained 
with a mixture of PAHs using the control monolith and a monolith containing 36 
µg mL-1 c-SWNTs under the same separation conditions are compared in Fig. 
8.7. Almost none of the successive solute pairs were resolved by the control 
monolith, whereas the column with the embedded c-SWNT allowed the 
separation of all the PAHs with full baseline resolution in less than 16 min. As 
observed, this was the consequence of both a higher retention and an enhanced 
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efficiency. It also suggests that the c-SWNTs surfaces are at least partially 
exposed to the mobile phase. The enhanced retention was probably due to the 
interaction of the aromatic groups of PAHs with the protruding c-SWNTs 
through - interactions.  
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Fig. 8.7. CEC separation of a PAH test mixture on UV-initiated monolithic 
columns prepared from polymerization mixtures in the absence of c-SWNTs 
(A) and with 36 µg mL-1 c-SWNTs (B). CEC conditions: mobile phase, 
80:20 (v/v) ACN/5 mM phosphate aqueous buffer (pH 2.0); applied voltage, 
5 kV; UV detection at 254 nm. Peak identification: thiourea (1), naphthalene 
(2), fluorene (3), anthracene (4), pyrene (5), benz[a]anthracene (6) and 
benzo[k]fluoranthene (7). 
To further evaluate the efficiency in columns prepared with different c-
SWNT contents, van Deemter curves for naphthalene, anthracene and benzo[k]-
fluoranthene were obtained (Table 8.1). From this table, the monolithic column 
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prepared with 36 µg mL-1 c-SWNTs gave the best minimum plate height (Hmin) 
values, which were comprised within the 16.9-20.8 µm range (58900-48100 
plates/m), whereas for the monolith obtained in absence of c-SWNTs, the Hmin 
values ranged between 60.2-69.9 µm (16600-14300 plates/m). For the monoliths 
with 18 and 60 µg mL-1 c-SWNTs, the efficiency was similar to that obtained 
with the control monolith. In particular, the monolith containing 60 µg mL-1 c-
SWNTs showed an excessive retention of PAHs, with a peak broadening slightly 
higher than that of the control column (electrochromatogram not shown). The 
EOF mobilities remained almost constant, ranging from 2.3610-8 to 2.1810-8 m2 
V-1 s-1 (see conditions in Fig. 8.7) for the monoliths prepared in the absence and 
presence of c-SWNTs, respectively, and the k-values for anthracene (as 
representative solute) on the monoliths prepared with c-SWNTs were higher than 
those obtained with the control monolith.  
Table 8.1. CEC properties of monolithic columns with embedded c-SWNTs 
for PAHs a. 
c-SWNTsb 
(g mL-1) 
Hmin naphthalene 
(µm) 
Hmin anthracene 
(µm) 
Hmin benzo[k]fluoranthene 
(µm) 
kanthracene
0 64.9 60.2 69.9 1.18 
18 45.6 46.8 48.1 1.26 
36 20.8 18.8 16.9 1.56 
60 51.6 53.2 58.4 1.68 
 
a CEC conditions: Mobile phase, 80:20 % (v:v) ACN: 5 mM phosphate aqueous 
buffer (pH = 2.0); separation voltage, 5 kV. 
b Content of c-SWNTs in the polymerization mixture. 
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The CEC efficiencies obtained in this work can be favorably compared to 
those reported for other monoliths also obtained with embedded CNTs and 
evaluated by capillary/nano LC. Thus, for monoliths synthetized by thermal 
initiation in the presence of MWNTs and using glycidyl (Chambers, 2011) and 
benzyl (Aqel, 2012) methacrylate monomers, the reported efficiencies were 
30000-44000 plates/m for alkyl benzenes and 8800-11100 plates/m for ketones, 
respectively. These values are lower than the 58900-48100 plates/m obtained in 
this work for the PAHs using the column with 36 µg mL-1 c-SWNTs.  
A mixture of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) was also 
used to evaluate the CEC performance of the monoliths with embedded c-
SWNTs. As shown in Fig. 8.8, when the content of c-SWNTs was varied from 0 
to 36 µg mL-1, the EOF mobility was fairly constant (ca. 1.6210-8 m2 V-1 s-1) (see 
conditions in Fig. 8.8) and the retention of the test solutes did not increase, which 
could be due to the higher polarity of NSAIDs compared to PAHs. On the other 
hand, with respect to the control monolith, the resolution of the 
tolmetin/ketoprofen pair improved for the monolith containing 18 µg mL-1 c-
SWNTs (from Rs = 0.82 to 1.37). However, owing to the increasing tailing, 
efficiency decreased at higher c-SWNTs concentrations up to 60 µg mL-1 (for the 
tolmetin/ketoprofen pair at 60 µg mL-1 c-SWNTs, Rs = 0.58).  
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Fig. 8.8. CEC separation of a NSAID test mixture on the UV-initiated 
monolithic columns prepared in the absence of c-SWNTs (A) and with 18 
(B), 36 (C) and 60 µg mL-1 c-SWNTs (D). CEC conditions: mobile phase, 
50:50 (v/v) ACN/5 mM phosphate aqueous buffer (pH 2.0); applied voltage, 
25 kV; UV detection at 254 nm. Peak identification: thiourea (1), tolmetin 
(2), ketoprofen (3) and indomethacin (4). 
The potential of the monoliths prepared with c-SWNTs as chiral selectors 
was also evaluated. The separation of chiral solutes using monoliths prepared 
with increasing c-SWNT contents is shown in Fig. 8.9. As observed, the two 
enantiomers of both DNB-(R,S)-Leu and N-Ac-(R,S)-Phe showed an incipient 
separation in the monolith containing 18 µg mL-1 c-SWNTs (Fig. 8.9B, left and 
right), whereas, a baseline separation of both enantiomeric pairs was successfully 
achieved at 60 µg mL-1 c-SWNTs (Fig. 8.9C, left and right). As described in the 
literature, according to how a graphene sheet is rolled, CNTs of four types are 
formed, namely arm-chair, zig-zag and two chiral forms. According to its 
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helicity, the chiral forms can be either left or right handed. Owing to the helicity 
and large surface of CNTs, the observed chiral separations can be due to a small 
excess of one of the enantiomeric forms in the raw material. According to the 
specifications of the supplier, the SWNTs used in the present work were arm-
chairs. Thus, the chirality observed should be due to the chiral impurities of the 
arm-chair CNTs. Another possibility, which has been described in the literature 
(Suárez, 2007-A; Heller, 2005), are changes in the nanotube chirality produced 
during the irradiation with ultrasounds in the presence of catalyst residues from 
their synthesis. In both cases, chiral separations can be induced by contact of the 
solutes with the exposed surfaces of the c-SWNTs. To our knowledge, this is the 
first report that uses monoliths with embedded c-SWNTs for enantioseparation in 
CEC. The resolution observed in these separations was much higher than that 
obtained with the employ of CNTs as pseudostationary phase in CE to separate 
norephedrine isomers (Suárez, 2007-B). Further, using CEC, the detrimental 
background noise effect observed at large CNT concentrations in CE is avoided. 
The results obtained in this work without intentionally trying to preconcentrate 
one of the chiral forms of CNTs are promising, since they reveal a suitable 
capability of CNTs as chiral selectors. 
María Navarro Pascual-Ahuir 
 
 
 
254 
 
0 2 4 6 8
A
bs
or
ba
nc
e 
(m
A
U
)
A
B
C
Time (min)
1
2
3
1
2 3
1
2+3
30 mAU
0 2.5 5 7.5 10
A
bs
or
ba
nc
e 
(m
A
U
)
Time (min)
15 mAU A
B
C
4+5
4
5
4
5
 
Fig. 8.9. Enantiomeric CEC separation of DNB-(R,S)-Leu (left) and N-Ac-
(R,S)-Phe (right) on UV-initiated monolithic columns prepared in the 
absence of c-SWNTs (A) and with 18 (B) and 60 µg mL-1 c-SWNTs (C). 
CEC conditions: mobile phase, 50:50 (v/v) ACN/5 mM phosphate aqueous 
buffer (pH 2.0); applied voltage, 25 kV (left) and 5 kV (right); UV detection 
at 214 nm. Peak identification: thiourea (1), DNB-(S)-Leu (2), DNB-(R)-
Leu (3), N-Ac-(S)-Phe (4) and N-Ac-(R)-Phe (5). 
 
8.4. Conclusions 
In this work, the preparation and characterization of UV-initiated BMA-
based monolithic columns with incorporated c-SWNTs for CEC have been 
described. Monolithic columns with embedded c-SWNTs were prepared by 
simply admixing them with the components of the polymerization mixture before 
UV irradiation. The influence of c-SWNT incorporation to the monoliths was 
investigated in the 18 to 60 µg mL-1 range. The monoliths were characterized by 
optical microscopy, SEM, TEM and Raman spectroscopy. The combination of 
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good dispersibility of c-SWNTs in the porogenic solvents with the application of 
short polymerization times under UV irradiation led to their homogeneous 
dispersion in the polymeric matrix. In comparison, the attempts to incorporate c-
SWNTs to monolithic columns polymerized by thermal initiation resulted in their 
accumulation at the lower side of the capillary tube. The UV-initiated monolithic 
columns containing embedded c-SWNTs were successfully applied to the 
separation of several probes such as PAHs and NSAIDs, with improved 
efficiencies. In addition, these monoliths have shown a remarkable capacity to 
separate enantiomers. The possibility of using c-SWNTs as chiral selectors with 
a potentially very high chiral discriminating power should be further 
investigated.  
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En la presente Tesis se ha descrito el desarrollo de metodologías analíticas 
basadas en técnicas de electroseparación capilar para la determinación de 
distintos constituyentes (azúcares, ácidos orgánicos y vitaminas) en zumos y 
néctares de frutas así como en bebidas refrescantes. Los métodos desarrollados 
tratan de cubrir una demanda creciente por parte de empresas de este sector como 
de agencias reguladoras del ámbito alimentario en aspectos tan importantes como 
el control de calidad y autentificación de dichos productos, fundamentales para 
poder así garantizar a los consumidores los cánones de calidad, seguridad e 
inocuidad en dichos productos. En este sentido, las metodologías desarrolladas 
en esta Memoria representan un avance significativo en el ámbito de control de 
calidad, y además, en algunos casos, como el de las bebidas energéticas 
constituyen una de las pocas aportaciones existentes relativas a la evaluación 
legal de algunos de sus constituyentes. 
Otro de los aspectos tratados en esta Tesis es el diseño y la caracterización 
de columnas monolíticas modificadas con diversos nanomateriales 
(nanopartículas de plata y nanotubos de carbono) y su aplicación a distintos tipos 
de solutos en el campo de la CEC. Las fases estacionarias diseñadas presentan 
una serie de prestaciones (aumento de retención, reconocimiento quiral u otras) 
que hacen que la tecnología de las columnas monolíticas poliméricas represente 
una alternativa prometedora respecto a otros materiales cromatográficos 
habitualmente utilizados (columnas monolíticas de sílice o particuladas). 
En este bloque de la tesis, y según lo estipulado en la reglamentación de 
Tesis Doctorales de la Universidad de Valencia, se resumen los resultados, su 
discusión así como las conclusiones más relevantes de las publicaciones 
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mostradas en los Capítulos 4-8. Dicho resumen se ha estructurado en dos partes 
(A y B), en consonancia con lo expuesto en los Bloques II y III de la Memoria. 
 
A) MÉTODOS DE ANÁLISIS DE ZUMOS Y BEBIDAS REFRESCANTES 
POR ELECTROFORESIS CAPILAR 
A.1. Rapid differentiation of commercial juices and blends by using sugar 
profiles obtained by capillary zone electrophoresis with indirect UV 
detection 
En este artículo, se ha desarrollado un método para la determinación de 
azúcares en varios zumos y néctares de frutas haciendo uso de la electroforesis 
capilar zonal (CZE) con detección indirecta de UV-Vis.  
Para ello, en primer lugar, se optimizó la separación de los azúcares 
(fructosa, glucosa, sacarosa y sorbitol) y ciclamato sódico (edulcorante que se 
encuentra en algunos néctares) ensayándose diferentes condiciones de 
separación, así como de composición de electrolito de fondo (BGE), 
empleándose en éste un cromóforo aniónico (ácido 2,6-piridindicarboxílico, 
PDC). Se obtuvo la siguiente composición óptima de BGE: 10 mM de PDC y 0,5 
mM de CTAB a pH 12,1, y las condiciones de separación resultantes fueron: 
voltaje, -25 kV; temperatura, 15 ºC e inyección hidrodinámica, 50 mbar durante 
6 s. Dicho método permitió una rápida separación de los analitos (< 6 min). 
El método propuesto se aplicó a la cuantificación de azúcares y ciclamato 
sódico en zumos y néctares de fruta comerciales. Se establecieron los parámetros 
de calidad del procedimiento, entre ellos los límites de detección (LODs) y de 
cuantificación (LOQs) (valores situados entre 11,6-18,1 µg mL−1 y 38,3-59,7 µg 
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mL−1, respectivamente). Los resultados obtenidos para los zumos ensayados 
fueron muy variables, debido a la existencia de distintos factores (variedad, 
climatología, origen, madurez y almacenamiento de las frutas) que pueden 
afectar a la composición del zumo. Se evaluó también la relación 
fructosa/glucosa, la cual sirve para establecer la calidad del producto así como su 
autenticidad. En las muestras analizadas, no se observó incumplimiento legal de 
dicha relación. Además, se consideró también el ciclamato sódico, edulcorante 
que suele añadirse a los néctares (hasta 400 mg kg-1). Entre los néctares 
analizados solamente se encontraron dos muestras que excedieron los límites 
legales permitidos. 
Por otro lado, se estudió la detección de posibles mezclas de zumos de alto 
valor económico (naranja y piña) con zumos más baratos. Para ello, se hizo uso 
de diferentes técnicas quimiométricas basadas en las relaciones de los contenidos 
de azúcares obtenidos por fruta. Los datos de concentraciones de azúcares fueron 
utilizados para construir modelos de análisis discriminante lineal (LDA), 
obteniéndose capacidades de discriminación excelentes, tanto de los zumos en 
función del tipo de fruta considerada, como de zumos multifruta respecto a 
aquellos elaborados a partir de una única fruta. También, se construyó un modelo 
de regresión lineal múltiple (MLR) capaz de predecir posibles adulteraciones de 
zumos de naranja y piña con zumo de uva, pudiéndose detectar hasta 
aproximadamente un 5% de uva en dichas matrices con bajos errores de 
predicción (< 5,2%). 
En resumen, se ha desarrollado un método de CZE con detección indirecta 
rápido, sencillo y fiable, para la determinación de los azúcares más comunes 
presentes en varios zumos y néctares de frutas. La combinación de ésta 
metodología con diferentes herramientas quimiométricas (LDA y MLR) 
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proporciona una manera sencilla de clasificar los zumos de diferentes frutas, así 
como discernir diferentes mezclas de zumos. Así pues, la metodología descrita 
constituye una herramienta eficaz para llevar a cabo el control de calidad de este 
tipo de productos en industrias de zumos y agencias reguladoras de alimentos.  
 
A.2. Quality control of fruit juices by using organic acids determined by 
capillary zone electrophoresis with poly(vinyl alcohol)-coated bubble cell 
capillaries 
En este trabajo se ha desarrollado un método para la determinación de 
ácidos orgánicos en varios zumos de frutas mediante CZE con detección directa 
UV-Vis.  
Para ello, se emplearon dos capilares de sílice recubiertos de alcohol 
polivinílico (PVA), uno con camino óptico normal, y otro con camino óptico 
extendido (con celda de burbuja), ambos de igual longitud (64,5 cm) y diámetro 
interno (50 µm). Para evaluar la sensibilidad real del método, se utilizaron 
“muestras sintéticas” que simulaban el contenido real de ácidos orgánicos 
presente en muestras de zumos de fruta, encontrándose que el capilar con celda 
de burbuja proporcionó los mejores resultados. Sin embargo, la sensibilidad no 
fue suficiente para determinar con seguridad concentraciones bajas de ácidos 
isocítrico y fumárico, los cuales resultan decisivos para establecer criterios de 
calidad y evitar adulteraciones en zumos de fruta. Por ello, se modificaron 
diversos parámetros experimentales (tiempo y volumen de inyección, dilución de 
la muestra, entre otros) para exaltar la sensibilidad del método. Las mejores 
condiciones de separación se consiguieron utilizando como BGE una disolución 
de 200 mM de fosfato a pH 7,5, un voltaje de -15 kV, temperatura de 25 ºC e 
inyección hidrodinámica (50 mbar durante 20 s).  
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También, se establecieron los parámetros de calidad del método, entre 
ellos, los LODs, que se hallaron en el intervalo 0,1 y 2,5 µg mL-1. El método 
propuesto se aplicó al análisis de diversos zumos de frutas comerciales, 
evaluándose su contenido en ácidos orgánicos, y comparándose con los niveles 
permitidos por la legislación europea. También, se evaluó la relación 
isocítrico/cítrico, la cual es de fundamental para establecer la calidad del 
producto y autenticidad de los zumos cítricos. En este caso, tampoco se 
observaron valores superiores a los establecidos legalmente para otros ácidos 
como el fumárico (en zumos de manzana) ni tartárico (en zumos de cítricos).  
También, se construyó un modelo de LDA utilizando las concentraciones 
de ácidos orgánicos halladas con objeto de clasificar los zumos de fruta en 
función del tipo de fruta empleada. Además, dicho modelo resultó satisfactorio 
para discernir entre zumos multifruta y aquellos obtenidos a partir de una única 
fruta. Finalmente, se construyó un modelo de MLR para predecir posibles 
adulteraciones de zumos de naranja y piña con zumo de uva, pudiéndose detectar 
hasta aproximadamente un 10% de uva en dichas matrices con bajos errores de 
predicción (< 5,1%). 
En definitiva, se ha desarrollado un método de CZE rápido, sencillo, fiable 
y sensible para determinar los ácidos orgánicos comúnmente presentes en varios 
zumos de frutas empleando la detección UV directa. La utilización de CZE con 
capilares de celda de burbuja, en combinación con una dilución de la muestra e 
inyección adecuadas, proporciona una mejora notable de la sensibilidad respecto 
a otros métodos de CE existentes en la literatura. El procedimiento propuesto se 
ha aplicado satisfactoriamente para la determinación de ácidos orgánicos 
relevantes presentes en los zumos de frutas, y por tanto, a la evaluación de la 
autentificación de zumos de fruta. Al igual que sucede en el caso del método de 
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azúcares desarrollado (véase apartado A.1 de este bloque), la combinación de 
CZE con diferentes herramientas quimiométricas (LDA y MLR) constituye una 
vía sencilla para clasificar los zumos de diferentes frutas, así como diferenciar y 
cuantificar diferentes mezclas de zumos. Por lo que la metodología descrita 
presenta un valor alto añadido para ser aplicada a fines de control de calidad y 
detección de adulteraciones en la industria de zumos u otras industrias afines del 
área alimentaria. 
 
A.3. Determination of water-soluble vitamins in energy and sport drinks by 
micellar electrokinetic capillary chromatography 
En este trabajo, se ha desarrollado un método para la determinación de 
vitaminas hidrosolubles (vitaminas del grupo B y vitamina C) en bebidas 
energéticas y deportivas, mediante cromatografía micelar electrocinética 
(MEKC).  
Para ello, en primer lugar, se estudió la composición del BGE (contenido 
de borato, pH, naturaleza y concentración de surfactante) así como otros 
parámetros instrumentales (temperatura, voltaje y tiempo de inyección) sobre la 
separación de las vitaminas C y las del grupo B (B1, B2, B3, B5, B6 y B12). La 
mejor separación entre estándares se obtuvo con un BGE constituido por 40 mM 
de borato a pH 8,5 y 40 mM de SDS.  
Por otro lado, se realizó un estudio de los posibles compuestos (cafeína, 
ácido benzoico, ácido sórbico y acesulfamo K) presentes en este tipo de bebidas, 
potencialmente interferentes en la determinación de las vitaminas, proponiéndose 
un método modificado que mejora la selectividad en la determinación de los 
analitos. La composición de dicho BGE es la misma que el anteriormente 
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indicado pero conteniendo un 5 % de metanol, y las condiciones de separación 
fueron las siguientes: 20 kV, 25 ºC, e inyección hidrodinámica, 50 mbar durante 
8s. 
Se establecieron diversos parámetros analíticos del método propuesto, 
tales como sensibilidad, reproducibilidad, LODs y LOQs (con valores 
comprendidos entre 0,10-1,20 µg mL−1 y de 0,33-3,96 µg mL−1, 
respectivamente). El procedimiento se aplicó satisfactoriamente a la 
determinación del contenido de vitaminas presente en bebidas energéticas y 
deportivas, así como en néctares de fruta, y se comparó con los valores 
declarados por el fabricante. En la mayoría de los casos, el contenido de 
vitaminas encontrado fue consistente con los valores indicados en la etiqueta. 
En resumen, el método MEKC desarrollado ofrece una alternativa rápida, 
sencilla y económica en comparación con otras técnicas analíticas utilizadas para 
la determinación de vitaminas en bebidas energéticas y deportivas, así como en 
néctares de fruta. Además, éste implica una mínima preparación de muestra y 
bajo consumo de reactivos, constituyendo un procedimiento 
medioambientalmente sostenible. El método ha sido satisfactoriamente aplicado 
tanto en muestras de composición declaradas por el fabricante como 
desconocidas, lo cual resulta de sumo interés con fines de control de calidad en 
industrias de refrescos, bebidas y zumos. Si bien los LOQs obtenidos para la 
mayoría de vitaminas son satisfactorios, los de algunas vitaminas, como la 
vitamina B12, podrían mejorarse significativamente mediante el uso de detección 
UV con celdas de camino óptico extendido. Además, el acoplamiento de la CE a 
sistemas de detección basados en fluorescencia inducida por láser o 
conductimetría de alta frecuencia permitiría alcanzar LODs inferiores. Estas 
posibilidades, a explorar en futuras líneas de investigación, podrían extender la 
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metodología desarrollada no solamente a bebidas enriquecidas con vitaminas, 
sino también a productos naturales (alimentos u otras muestras) con un contenido 
vitamínico bajo.  
 
B) FASES ESTACIONARIAS MONOLÍTICAS MODIFICADAS CON 
NANOMATERIALES 
B.1. Preparation and evaluation of lauryl methacrylate monoliths with 
embedded silver nanoparticles for capillary electrochromatography 
En este trabajo, se han preparado y caracterizado columnas monolíticas de 
metacrilato de laurilo (LMA) en presencia de nanopartículas de plata (AgNPs) 
mediante fotopolimerización UV. Se investigaron dos enfoques de incorporación 
de dichas NPs a los monolitos. El primero, consistió en la fotogeneración de 
AgNPs durante el proceso de polimerización del monolito (enfoque in situ). Para 
ello, se adicionó AgNO3 a la mezcla de polimerización, y se irradió 
posteriormente con luz UV. En el segundo enfoque, las NPs comerciales se 
dispersaron directamente en la mezcla de polimerización previo a su irradiación 
UV (enfoque ex situ). Ambos enfoques se aplicaron a la preparación de columnas 
conteniendo distintas concentraciones de AgNPs.  
Ambos tipos de columnas (las obtenidos mediante el enfoque in situ y ex 
situ), se caracterizaron morfológicamente (mediante SEM/BSE y TEM), 
demostrándose la presencia de AgNPs embebidas en dichas fases monolíticas. En 
los monolitos preparados con AgNPs por vía in situ, la adición de AgNO3 a la 
mezcla de polimerización produjo pequeños cambios morfológicos en la 
estructura del monolito; mientras que en los monolitos conteniendo AgNPs 
obtenidos por vía ex situ, si se observaron cambios morfológicos, especialmente 
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a altos contenidos de AgNPs, lo cual puede ser explicado por fenómenos de 
sedimentación de éstas. 
También, se evaluaron las propiedades cromatográficas de las columnas 
realizadas por ambos enfoques. Para los dos tipos de columnas estudiadas, el 
contenido de AgNPs embebido en los monolitos de LMA no afectó al orden de 
elución de los analitos ensayados (esteroles, ésteres metílicos de ácidos grasos y 
PAHs); sin embargo, se apreció una mejora significativa en la eficacia respecto a 
la ausencia de AgNPs en el lecho monolítico. La falta de selectividad se justificó 
en base a que la mayor parte de las AgNPs se encuentra embebida dentro de la 
estructura globular del monolito, y no se localiza sobre su superficie. Por otra 
parte, y bajo sus respectivas condiciones óptimas de enfoque, los dos tipos de 
monolitos proporcionaron eficacias semejantes. Sin embargo, los monolitos 
conteniendo AgNPs por vía in situ poseen la ventaja de poder ser sintetizados en 
una sola etapa y no presentar problemas de dispersión de las AgNPs. Finalmente, 
se evaluó la reproducibilidad en la síntesis de los lechos monolíticos, 
obteniéndose para ambos enfoques coeficientes de variación satisfactorios (RSD 
< 8,5 %). 
En resumen, la incorporación de AgNPs a monolitos de LMA, ya sea de 
manera in situ como ex situ, constituye una alternativa interesante de cara a poder 
manipular las propiedades cromatográficas de dichas fases, y exaltar así su 
eficacia, y poder ser empleadas de manera satisfactoria como fases estacionarias 
en CEC, o incluso en otras técnicas de separación miniaturizadas.  
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B.2. UV-polymerized butyl methacrylate monoliths with embedded carboxylic 
single-walled carbon nanotubes for CEC applications 
En este trabajo se describe la preparación y caracterización de monolitos 
poliméricos de metacrilato de butilo (BMA) en presencia de nanotubos de 
carbono de pared simple funcionalizados con grupos carboxílicos (c-SWNTs, 
carboxylic single-walled carbon nanotubes), y su aplicación en CEC. 
Para ello, se prepararon columnas monolíticas con concentraciones 
crecientes de c-SWNTs (entre 18-60 mg L-1), tras adición previa de éstos a las 
mezclas de polimerización, y posterior irradiación con luz UV. Se estudió la 
influencia del tipo de iniciación (térmica o UV) sobre la distribución homogénea 
de los c-SWNTs en la matriz polimérica. La buena dispersibilidad de los c-
SWNTs en los disolventes porogénicos empleados (una mezcla binaria de 1,4-
butanodiol y 2-propanol) junto con la aplicación de tiempos cortos de 
fotopolimerización condujeron a lechos monolíticos con una alto grado de 
homogeneidad de los c-SWNTs en la estructura polimérica, a diferencia de la 
iniciación térmica.  
Las columnas monolíticas diseñadas se caracterizaron morfológicamente 
(mediante TEM y Raman), demostrándose la presencia de c-SWNTs embebidos 
en la matriz polimérica. Estos resultados sugieren que la mayor parte de los 
CNTs se encuentran situados dentro de los glóbulos del polímero, y 
probablemente sólo unos pocos de ellos sobresalen de las superficies de los 
glóbulos. Las imágenes SEM de los monolitos modificados con c-SWNTs fueron 
coherentes con esta premisa, no apreciándose cambios morfológicos 
significativos en el tamaño de los glóbulos al aumentar el contenido de c-SWNTs.  
También, se evaluaron las propiedades cromatográficas de las columnas 
conteniendo c-SWNTs con distintos solutos de prueba (PAHs, fármacos 
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antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) y una mezcla racémica de un 
derivado de leucina). Los monolitos preparados con c-SWNTs mostraron un 
aumento en la retención de PAHs y NSAIDs respecto al monolito en ausencia de 
CNTs, y demostraron una capacidad notable para separar enantiómeros. 
En resumen, la incorporación de c-SWNTs a monolitos de BMA, al igual 
que lo indicado en el apartado B.1 con AgNPs, hace que este tipo de nuevos 
materiales híbridos permita extender el ámbito de aplicación de las columnas 
monolíticas poliméricas, a separaciones complejas o situaciones donde se 
requiera una exaltación de las propiedades cromatográficas de interés (retención, 
eficacia o incluso discriminación quiral). 
 

